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(Eingegangen am 14. Januar 1952.) 


A. Einleitung. 

In Untersuchungen von OEHLKERS (1943) zeigte sich bei der Ein- 
wirkung von AICI, auf die Meiosis, daB nicht, wie man vermuten kénnte, 
die stirkste angewandte Konzentration auch die gr6Bte mutagene Wir- 
kung hat. Diese erhéht sich vielmehr von m/10—m/10000 und fallt 
dann wieder ab. Ahnliche Ergebnisse wurden durch Al(NO,), erhalten. 
Diese Versuche sind bisher die, einzigen, die einen Hinweis geben, daB 
eine Beziehung der Mutationsrate zur Konzentration des mutations- 
auslésenden Mittels besteht. Nach Urethaneinwirkung zeigte sich da- 
gegen bei der Meiosis (ORHLKERS 1943) keine Differenz zwischen ver- 
schiedenen Konzentrationen. Allerdings ist hier die Mutationsrate auch 
sehr gering, so daB ein gr6éBeres Zahlenmaterial vorliegen miiBte, um 
exakte Aussagen machen zu konnen. 

In der vorliegenden Arbeit soll nun die mutagene Wirkung verschie- 
dener Urethankonzentrationen an der Mitose von Vicia faba untersucht 
werden. Die Mitose verspricht fiir diese Fragestellung giinstiger zu sein 
als die Meiosis, denn bei dieser ]4Bt sich auch ohne Zusatz von KCl 
zu Urethan ein héherer Prozentsatz an Mutationen als in der Meiosis 
erreichen (DEuFEL 1951). Man kann ziemlich sicher annehmen, dab 
irgendwelche Differenzen in der Mutationshaufigkeit auftreten, denn 
nach Untersuchungen von KocHMANN (1923) hydriert Urethan in schwa- 
chen Konzentrationen, in starken dehydriert es dagegen. 


B. Material und Methode. 


Fiir diese Untersuchungen wurde Vicia faba (2n = 12) verwandt. Die Bohnen 
wurden in Petrischalen angekeimt und vom 3. Tag an in mit Knopscher Nahr- 
lésung befeuchtetem Saigemehl weitergezogen.. Nach weiteren 8 Tagen hatten sich 
' geniigend Seitenwurzeln gebildet um die Versuche zu beginnen. Hierzu wurden 
die Bohnen in 200 cm? Erlenmeyer-Kolben mit 4/19, 2/25, */59> 4/100> 2/1000 UNG */19000 
molarer Lésung von Athylurethan gebracht; als Kontrollésung diente destilliertes 
Wasser. Nach 2stiindiger Einwirkung wurden die Seitenwurzeln fixiert und gleich- 
zeitig gefairbt. Hierzu wurde ein Gemisch aus CarNnoy (3 Teile Alkoho] + 1 Teil 
Kisessig) und Essigsiurekarmin im Verhaltnis 2,5:1 verwandt. 
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C. Experimenteller Teil. 

In der vorliegenden Arbeit sollen nur Chromosomenumbauten be- 
schrieben werden und auf unspezifisch-physiologische Stérungen braucht 
nicht weiter eingegangen werden, da diese schon friiher untersucht und 
diskutiert wurden (DruFEL 1951). Um ein recht groBes Zahlenmaterial 
zu erhalten und um exakter vergleichen zu kénnen, wurden jeweils 
1000 Zellen analysiert, und zwar neben Metaphasen auch friihe und 
mittlere Anaphasen, da sich gerade in letzteren Chromosomenumbauten 
nicht nur zwischen Chromatiden, sondern auch an Halbchromatiden 
gut erkennen lassen. Achromatische Stellen auf den Chromosomen 
bleiben unberiicksichtigt, denn diese treten in den Kontrollen fast 
- ebensohaufig auf. Die in den folgenden Tabellen angegebenen Zahlen 
von Briichen sind in Wirklichkeit héher, denn chromatidale und halb- 
chromatidale Briiche manifestieren sich in der Metaphase in den weitaus 
meisten Fallen als mehr oder weniger breite achromatische Stellen auf 
den Chromosomen und kénnen einwandfrei erst in der nachsten bzw. 
iibernachsten Anaphase als Bruch .erkannt werden. DaB aber Chroma- 
tid- wie auch Halbchromatidbriiche auftreten, ergibt sich aus der hohen 
Zahl gefundener Translokationen zwischen diesen Einheiten. 


1. Die Héufigkeit der Chromosomenaberrationen in Abhingigkeit 
von der Konzentration des Athylurethans. 


In Tabelle 1 sind die nach Einwirkung von 6 verschiedenen Urethan- 
konzentrationen und der Kontrolle (H,O) entstandenen Aberrationen 
aufgefihrt. In Spalte 2 und 3 ist die Zahl der aberranten Zellen bzw. 
der gefundenen vollstindigen Fragmente angegeben. Die bei der schwach- 
sten Konzentration angegebenen Werte sind etwas mehr als doppelt 
so hoch wie die der Kontrolle. Die Zahl der Aberrationen steigt dann 
mit Zunahme der Konzentration bis m/50 Urethan und ist hier um das 
5fache hdher als in der Kontrolle und etwa doppelt so groB wie bei 
der niedrigsten Konzentration. Bei m/25 sind die Werte, obwohl nur 


Tabelle 1. Héufigkeit der Aberrationen in Abhingigkeit 
von der Urethankonzentration. 
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eine sehr geringe Konzentrationsdifferenz zur nachst stirkeren Lésung 
besteht, um fast die Halfte gesunken, betragen aber immer noch iiber 
das 2,5fache der Kontrolle. Bei der noch héheren Konzentration m/10 
bleibt die Zahl der aberranten Zellen gleich wie bei m/25, wahrend 
wieer mehr Fragmente auftreten. Chromosomenumbauten (Spalte 4) 
trate. in der Kontrolle tiberhaupt nicht auf und wurden am meisten 
bei 1/50 Urethan gefunden. Mit schwicher werdender Konzentration 
sinkt ihre Zahl bis-auf 1/, bei m/10000. Wird die Konzentration starker 
als m/50, so zeigt sich ebenfalls eine Abnahme der Translokationen. Zu 
bemerken ist noch, daB von m/25—m/10 die Gesamtzahl der Briiche 
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Abb. 1. Fragmente (oben) und Translokationen (unten) aller Urethankonzentrationen 
graphisch dargestellt. 


gleich bleibt; dabei nehmen die Fragmente zu und die Translokationen 
ab. Dies wird noch deutlicher, wenn wir die Werte aus unserer friiheren 
Arbeit (DEUFEL 1951) fiir m/2 Urethan noch hinzuziehen (Abb. 1). Bei 
dieser Konzentration ist die Zahl der Fragmente sehr groB (156) gegen- 
uber nur 2 Translokationen. 

Vergleicht man die entstandenen Briiche der einzelnen Konzentra- 
tionen insgesamt (Spalte 5), so ist das gleiche zu sagen wie bei den aber- 
ranten Zellen. Mit steigender Konzentration nimmt die Zahl! der Briiche 
bis m/50 zu und sinkt bei den beiden starksten Konzentrationen fast 
um die Hialfte. 

Mehr als 4 Briiche je Zelle wurden niemals gefunden. Allerdings 
konnten bei m/10 Urethan einigemal Zellen festgestellt werden, in denen 
die Chromosomen fast restlos zerfallen waren, wie es schon frither be- 
schrieben wurde (DEUFEL 1951). 

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, daB die stéirkste Urethankonzentration 
nicht zugleich die gréBte mutagene Wirkung hat. Vielmehr ist fiir die 
Auslésung ,von Chromosomenmutationen in der Mitose von Vicia faba 
Urethan in einer Konzentration von m/50 am giinstigsten, da hier die 
meisten Briiche und Rekombinationen auftreten. 
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Es sei noch erwahnt, daB bei den starksten Konzentrationen die 
Chromosomen dicker und kiirzer sind, wahrend sie in den iibrigen 
Lésungen etwa die gleiche Lange wie bei den Kontrollpflanzen besitzen. 
Verklebungen treten bei niederen Konzentrationen kaum auf, nehmen 
aber von m/50—m/10 sehr stark zu. 


2. Verteilung der Briiche iiber die Chromosomen. 


In diesen Untersuchungen wurden die Briiche nicht nur auf dem 
groBen oder SAT-Chromosom wie in der friiheren Arbeit (DEUFEL 1951), 
sondern auch auf die kleinen Chromosomen lokalisiert. Abb. 2 zeigt 
die einzelnen Regionen der beiden Chromosomengruppen. In Tabelle 2 
ist die Anzahl der gefundenen Briiche eingetragen, und zwar von allen 
Urethankonzentrationen zu- 
sammengefaBt, ebenso die in 
den Kontrollpflanzen beob- 
achteten Briiche. Auf dem 
groBen Chromosom ist die 
Bruchhaufigkeit an der Inser- 
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Abb. 2. Schema eines kleinen und groBen Chromo- : 
soms von Vicia faba mit den einzelnen Regionen. Stellen und in der SAT-Zone 


besonders groB. Die kleinen 
Chromosomen brechen meist in der mittleren Region. Eine Differenz 
gegeniiber den friiheren Untersuchungen wurde nicht gefunden. Die 
Zahl der Briiche ist in den Kontrollpflanzen verhaltnismaBig niedrig, 
doch zeigt sich auch hier eine Tendenz zur Bevorzugung der gleichen 
Stellen wie nach Urethaneinwirkung. 

Vicia faba besitzt haploid 5 kleine und ein groBes Changeset Die 
kleinen sind alle gleich lang und das groBe genau doppelt so lang wie 
ein kleines Chromosom. Bei Annahme einer zufallsgemaBen Verteilung 
der Briiche miissen diese entsprechend den Langen der beiden Chromo- 
somengruppen im Verhiltnis 5:2 iiber die kleinen und groBen Chromo- 
somen verteilt auftreten. Wie in den friiheren Untersuchungen wurde 
auch jetzt wieder eine bevorzugte Fragmentierung des groBen Chromo- 
soms gefunden (Tabelle 3). Die Abweichung von der Erwartung ist mit 
Prom < 0,001 sehr gut gesichert. LaBt man bei Berechnung der Homo- 
genitit die fragmentierten Satelliten weg, so ist P,,,,,> 0.50 und das 
Verhiltnis gebrochene kleine zu groben Chromosomen 4,74:2. Der 


Tabelle 2. Lokalisierung der Briiche auf den Chromosomen. 
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Tabelle 3. Verteilung der Briiche iiber die beiden Chr 
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Erwartungswert ist hier nahezu realisiert. Die Abweichung ist also nur 
der groBen Bruchhaufigkeit der SAT-Zone zuzuschreiben. 


3. Art und Anzahl der Translokationen. 


In den 6 verschiedenen Urethankonzentrationen konnten zusammen 
154 Translokationen festgestellt werden. Uber die Halfte dieser Um- 
bauten machen die Halbchromatidtranslokation aus (Tabelle 4). Auch 
zwischen Chromatiden sind 
viele Rekombinationen fest- Tabelle 4. Art der Translokationen. 
zustellen, wahrend chromo- 
somale sehr selten gefun- 
den wurden. Damit soll aber chromosomal chromatidal halbchromatidal 
nicht gesagt sein, daB diese 
weniger hiufig vorkommen. 6 67 81 
Sie kénnen nur dann ein- 
wandfrei erkannt werden, wenn ein Chromosom mit 2 Insertions- 
stellen auftritt oder wenn eines erheblich linger ist. Wie diese Unter- 
suchungen zeigen, kommen Translokationen fast ausschlieBlich zwischen 
gleithen Chromosomenabschnitten — also wahrscheinlich zwischen im 
Ruhekern einander benachbarter Teile — vor. Bei einer reziproken 
chromosomalen Translokation ist also selten eine Langenanderung eines 
Chromosoms festzustellen. Eine geringfiigige Verlangerung eines Chro- 
mosoms braucht nicht unbedingt auf einer Translokation zu beruhen, 
sondern kann auf Spiralisationsstérungen zuriickgehen. Rekombination 
zwischen — im Ruhekern — voneinander entfernteren Teilen z. B. 
zwischen K und L oder K und A wurden in den ganzen Versuchen nur 
6mal gefunden, alle iibrigen traten zwischen benachbarten Teilen auf. 
Translokation zwischen noch kleineren Einheiten als Halbchroma- 
tiden konnten nicht sicher erkannt werden, da hierzu das Auflésungs- 
vermogen des Mikroskops zu schwach ist. Es ist aber anzunehmen, 
daB solche vorkommen und verschiedene Beobachtungen deuten auch 
auf ihr Vorhandensein hin. Abb. 3 zeigt uns einen Ausschnitt aus einer 
frihen Anaphase, in der auf einem kleinen Chromosom in der Region M 
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ein Bruch entstand und anschlieBend eine Rekombination zwischen’ 
Halbchromatiden eintrat. Bei genauer Betrachtung des Bildes zeigen 
sich in der Bruchstelle noch zwei sehr feine diinne Linien. Man kann 
diese auf Verklebungen zuriickfiihren, aber viel wahrscheinlicher ist, 
daB es sich hier um eine Translokation zwischen noch kleineren Ein- 
heiten als Halbchromatiden handelt, denn derartige Bilder wurden 6fters 
in den Versuchen mit niederen Konzentrationen beobachtet und in 
diesen sind Verklebungen sehr selten. 


b 
Abb. 3a u. b. Ausschnitt aus einer friihen Anaphase. Halbchromatidtranslokation und 
Rekombination zwischen Viertelschromatiden. a Photo, 2500mal vergr.; b Schema dazu. 





Translokationen fanden in den allermeisten Fallen zwischen 2 Chro- 
mosomen statt (Tabelle 5). Umbauten innerhalb eines einzelnen Chro- 
mosoms sind nur etwa 1/,mal so haufig zu finden. Ein-Bruchrestitu- 
tionen wurden in kleinen wie auch groBen Chromosomen gefunden, 
wahrend 2-Bruchrestitutionen innerhalb eines Chromosoms nur in 
den groBen auftraten. 2-Bruchrestitutionen fanden jeweils zwischen 
den Abschnitten B und C oder A und B statt, also zwischen Teilen, die 
im Ruhekern benachbart sind. 


Tabelle 5. Restitutionsergebnisse. 





Chromosomenumbauten 





in 1 Chromosom 
zwischen 2 Chromosomen 





1-Bruchrestitution 2-Bruchrestitution 
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D. Theoretischér Teil. 

In der Meiosis werden durch Urethan allein fast keine Mutationen 
ausgelést. Einen hohen Prozentsatz, den Veranderungen nach Bestrah- 
lung vergleichbar, erhalt man aber bei Kombination von Urethan mit 
KCl (OEHLKERS 1943). Bei den Versuchen an der Meiosis werden die 
Infloreszenzen abgeschnitten und in die zu priifende Lésung gestellt. 
Es ist hier also viel weniger als bei den Mitoseversuchen zu kontrollieren, 
wieviel von den einzelnen Chemikalien — insbesondere bei Kombi- 
nationsversuchen — bis zu den Pollenmutterzellen vordringt. In der 
Mitose wird durch KCl die Mutationsrate gegeniiber Urethan allein 
nicht nennenswert erhéht (DgEuFEL 1951). Dies ist sicher darauf zu- 
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rickzufiihren, daB bei diesen Versuchen die Wurzeln, die ja direkt be- 
handelt werden, sich erst in Nahrlésung befinden und dann in das schi- 
digende Agens umgesetzt werden. Es sind also geniigend Salze — KCl 
und besonders Ca, das sich in unseren friiheren Untersuchungen als sehr 
wirksam in Kombination mit Urethan erwies — ungebunden in den 
Zellen, um mit Urethan zusammen wirken zu kénnen. Um also die 
mutagene Wirkung von Urethan in Abhangigkeit von seiner Konzen- 
tration zu priifen, eignet sich die Mitose bedeutend besser. DaB diese 
wirklich von der Urethankonzentration abhangt, zeigen die Versuche 
dieser Arbeit. 


1. Urethanwirkung in Abhingigkeit von der Konzentration. 

KocHMANN (1923) stellte an Fibrinflocken fest, daB Urethan in 
schwachen Konzentrationen hydriert und in starken dehydriert. Er 
fand die héchste quellungsférdernde Wirkung bei m/4 und den Beginn 
der Dehydratation bei 2m Urethan. 

Auch in unseren Untersuchungen fallen 2 Konzentrationen besonders 
heraus; einmal m/50 mit der gréBten mutagenen Wirkung und m/25 
mit Beginn der Chromosomenverkirzung, Abnahme der Translokationen 
und Zunahme der Briiche. Da8 keine Ubereinstimmung der Konzen- 
trationen mit den Ergebnissen von KocHMANN gefunden wurden, kann 
man darauf zuriickfiihren, daB das Urethan sich stark in den Zellen der 
Wurzelspitzen anreichert und hier vielleicht eine Konzentration erreicht, 
wie KocHMANN sie angibt. Auch spielen sicher noch eine Menge anderer 
Salze eine Rolle und es ware gut denkbar, daB sich deshalb schon bei 
niederen Urethankonzentrationen die héchste hydrierende und der Beginn 
der dehydrierenden Wirkung zeigt. 

Jedenfalls tritt klar hervor, daB schwache Urethankonzentrationen — 
also eine hydrierende Wirkung — fiir die Auslisung von Chromosomen- 
mutationen bedeutend giinstiger sind als starke Konzentrationen und die 
damit verbundene Dehydratation. Mit Beginn der entquellenden Wirkung 
bei m/25 treten zwar mit zunehmender Konzentration wieder mehr 
Briiche auf, aber diese sind nun seltener in der Lage zu restituieren. Man 
kann annehmen, daB hier die Briiche trotz der stark dehydrierenden 
Wirkung zwar auf dieselbe Art erfolgen wie in den niederen Konzen- 
trationen, daB aber die Molekiile an den Bruchflachen deformiert oder 
sogar ganz zerstért werden, so da diese nicht mehr in der Lage sind 
mit anderen Bruchflichen zu rekombinieren. Es sind also nicht allein 
die Konzentration, sondern auch der physiologische Zustand der Zellen 
und Kerne fiir das Auftreten von Restitutionen und Rekombinationen 
verantwortlich zu machen. 

Nach Einwirkung der verschiedenen Urethankonzentrationen treten 
bei den Translokationen nur quantitative aber keine qualitativen Unter- 
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schiede auf. In allen Fallen kénnen auch hier die Chromosomenumbauten 
auf Bruch und Wiedervereinigung der einzelnen Teile zuriickgefiihrt 
werden. Sie treten um so hiaufiger auf, je naher die einzelnen Chromo- 
somen wahrend des Bruch-Rekombinationsvorganges beieinanderliegen, 
wie es schon OEHLKERS, LINNERT und STANGE (1951) feststellten. 


2. Bruchverteilung iiber Genom und Chromosomen. 

Wie friiher (DeuFEL 1951) fand sich auch in den jetzigen Unter- 
suchungen nach Urethaneinwirkung keine gleichmaBige Bruchverteilung 
iiber das Genom, sondern es erfolgte wieder eine Verschiebung des 
Bruchverhiltnisses von 5:2, wie man es den Langen der beiden Chromo- 
somengruppei entsprechend erwarten mub, zugunsten der SAT-Chro- 
mosomen und diese Verlagerung konnte wieder auf die groBe Bruch- 
haufigkeit der SAT-Zone zuriickgefiihrt werden. Diese ist auch waihrend 
der Teilung véllig nucleinsaéurefrei und es ist mdglich, daB deswegen 
an dieser Stelle Urethan viel leichter angreifen und die chemische Struk- 
tur verandern kann. Um diese Stelle zu brechen geniigt vielleicht schon 
allein die Hemmung des Nucleinséurestoffwechsels, der ja von hier aus 
induziert wird. Eigenartig ist auch, daB die SAT-Zone nie an einer 
Translokation beteiligt ist. Dies ist wahrscheinlich auf den unterschied- 
lichen Bau der SAT-Zone und der tibrigen Chromosomenteile zuriick- 
zufiihren. ; 

Auch bei den einzelnen Chromosomen sind die Briiche nicht gleich- 
maBig iiber ihre ganze Linge verteilt. Die kleinen Chromosomen brechen 
bevorzugt in der Mitte, wie es friiher schon angedeutet wurde (DEUFEL 
1951). Einen ahnlichen Befund teilt auch Forp (1949) in einer kurzen 
Arbeit mit. Er fand nach Senfgaseinwirkung auf Vicia faba nur in der 
medianen Region der kleinen Chromosomen Briiche. Von den groSen 
Chromosomen ist in dieser Mitteilung leider iiberhaupt nicht die Rede. 
Bei diesen treten in unseren Untersuchungen die Briiche meist, wie vorhin 
schon erwahnt wurde, in der SAT-Zone, sowie der Insertion und dieser 
benachbarten Stellen auf. Ein bevorzugtes Brechen der Insertion nach 
Urethaneinwirkung fand auch GotrscHaLK (1951) bei Solanwm lycoper- 
sicum. Es ist méglich, daB die Insertionsstelle auf Grund ihres chemi- 
schen Feinbaues (GoTTSCHALK 1951), oder auch weil sie waihrend der 
ganzen Teilung nucleinsaurefrei bleibt und deshalb fiir Urethan besser 
angreifbar ist, sehr viel leichter bricht als andere Stellen. Fir die inser- 
tionsnahen Stellen trifft diese Erklérung allerdings nicht zu. Man kann 
das Brechen hier vielleicht auf die Unterschiede im Bau des Chromosoms 
zurickfihren, denn bei Vicia faba folgt unmittelbar auf die Insertion, 
und zwar in beiden Schenkeln ein Kleines Stiickchen Euchromatin, 
darauf ein ebenso kleines Stiick Heterochromatin und dann sind die 
Chromosomenschenkel zum gréBten Teil euchromatisch. Vielleicht 
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erfolgen nun gerade an den Nahtstellen von Eu-. zu Heterochromatin 
die Briiche, wie es auch Marquarprt (1951) nach Zephirolbehandlung 
und Bestrahlung von Oenothera vermutet. Man kann annehmen, da 
an diesen Orten die Bindungen lockerer sind und deshalb hier die Briiche 
gehauft auftreten. Es kénnte aber auch sein, daB an diesen Naht- 
stellen eine besonders groBe chemische Aktivitét herrscht (vgl. SAT- 
Zone), die durch Urethan gestért wird und daB deshalb das Chromo- 
som hier leichter bricht. Auch die kleinen Chromosomen besitzen in 
der medianen Region, in der die meisten Briiche auftreten, ein kleines 
Stiickchen Heterochromatin und das Brechen an dieser Stelle kénnte 
auf dieselbe Ursache wie bei den groBen Chromosomen zuriickgefihrt 
werden. 


3. Chromosomenumbauten nach Urethaneinwirkung und Bestrahlung. 


Nach MarquarptT (1950), OEHLKERS und LinneErT (1951) und Gort- 
SCHALK (1951) muB die Art und Weise, die nach Urethaneinwirkung 
und nach Bestrahlung zum Bruch und zur Rekombination fihrt, auf 
beide Einwirkungen hin die gleiche sein. Beide Eingriffe miissen also 
eine gleichartige zellphysiologische Stérung verursachen, die sich auf 
die Chromosomen auswirkt. Da durch Urethaneinwirkung die Peroxyd- 
spaltung gehemmt wird (WaRBURG 1928), d. h. also in den Zellen H,O, 
frei wird und da nach Bestrahlung ebenfalls Peroxyde auftreten (vgl. . 
MarquarpDT 1950 und die dort zitierte Literatur), so kann man anneh- 
men, daB das Mutationsgeschehen wenigstens teilweise auf die Peroxyd- 
wirkung zurickzufiihren ist; weiterhin auch auf Verainderungen im 
Nucleinsaurestoffwechsel, die bei beiden Einwirkungen im Rahmen der 
unspezifisch-physiologischen Stérungen an den Chromosomen und in 
der Zelle festgestellt werden kénnen. 


In der vorliegenden Arbeit wurden meist chromatidale und halb- 
chromatidale Chromosomenumbauten gefunden. Chromosomale traten 
sehr selten auf. Auch eine Viertelschromatidtranslokation konnte fest- 
gestellt werden. Daraus léBt sich schlieBen, daB auch bei Vicia faba 
die Chromosomen in der Metaphase zumindest aus 8 Langselementen 
bestehen. 


Nach Bestrahlung konnte diese Wirkung auf Unterteilungen der 
Chromosomen nicht gefunden werden (DEUFEL 1951). Diese Feststellung 
bestatigte sich auch bei anderen Objekten und anderer chemischer Ein- 
wirkung und Bestrahlung: AUERBACH und Rosson (1947) nach Senf- 
gasbehandlung und Bestrahlung von Drosophila, OfHLKERS und Mar- 
QUARDT (1950) an Paeonia nach Urethan- und Réntgeneinwirkung, 
Marquart (1951) an Oenothera nach Zephiroleinwirkung und Bestrah- 
lung. 






















































620 J. Devuret: Auslésung von Chromosomenmutationen durch Athylurethan. 


Zusammenfassung. 
1. Es wurde die mutagene Wirkung von Athylurethan in Abhangig- 


keit von der Konzentration geprift. 
2. Die meisten Chromosomenmutationen traten bei m/50 Urethan 
auf und nicht, wie man erwarten kénnte, bei noch starkeren Konzen- 


trationen. 
3. Translokationen traten fast ausschlieBlich zwischen Chromatiden 


und Halbchromatiden auf; chromosomale Umbauten sind selten. Auch 
zwischen Viertelschromatiden wurde eine Rekombination gefunden. 

4. Translokationen zwischen 2 Chromosomen treten meist nur zwi- 
schen solchen Teilen auf, die im Ruhekern oder in der frihen Prophase 
einander benachbart liegen. 

5. Bei der Bruchverteilung iitber das Genom werden die Satelliten- 
chromosomen bevorzugt, was auf die groBe Bruchfreudigkeit der SAT- 
Zone zuriickgefiihrt wird. 

6. Die Bruchverteilung iiber die Chromosomen erfolgt nicht zufalls- 
gemaB. Auf den kleinen Chromosomen brechen meist die mittleren 
Regionen, wahrend auf den groBen Chromosomen die SAT-Zone, sowie 
die Insertion und dieser benachbarten Stellen bevorzugt sind. 
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THE ISOLATED CHROMOSOMES FROM ERYTHROCYTES 
OF VARIOUS SPECIES OF VERTEBRATES. 
By 
K. E. Pott. 
With 2 figures in the text. 
(Hingegangen am 15. September/24. November 1951.) 


The study of the chromatin during the resting stage of nuclei aims 
at revealing the structure of chromosomes at the time when they control 
the characters of the cell and participate in cell metabolism. Such 
knowledge of the chromosome cycle will be of interest both for the 
normal and the pathological aspects of cell life. 

The investigation of erythrocyte chromatin in non-mammalian verte- 
brates was begun by Mirsky and coll. (1943—1951) using new tech- 
niques in the microscopical and chemical analysis of nuclear structure. 
According to these authors, the nucleus of erythrocytes (salmon and 
domestic fowl) contains an intermingled mass of chromonemata. When 
the nuclear membran is destroyed, the chromatin threads often are 
isolated, showing several features typical for chromosomes. These are: 
(1) a longitudinal split (mainly visible at the extremities of some threads), 
(2) a longitudinal differentiation into blocks when stained with the 
Feulgen reaction, (3) the constant presence of primary and, sometimes, 
secondary constrictions. 

CLAUDE and Potter (1943) were the first to isolate from mammalian 
nuclei chromatin threads which they described as longitudinally double 
structures showing a zonal differentiation. That the threads are spiral- 
ised was later on confirmed by Hovantrz (1947) and. Hovanrrz et al. 
(1947) by means of the electron microscope. CALVET et al. (1948), 
however, supported the view that the filaments obtained with a Waring 
blender were nuclear fragments because of their resemblance with 
detritus resulting from nuclei when exploded in vacuum. PFEIFFER 
(1950) using the Mirsky technique on muscle explants and other somatic 
cells of Calliphora erythrocephala obtained two-armed chromatic filaments 

with a primary constriction constantly Feulgen negative, and with some 
secondary constrictions. The author concludes that the filaments are 
true chromosomes from interphasic nuclei. More recently, Lams (1950) 
has expressed. an opposite opinion denying the chromosomal nature of 
the filaments for the following reasons: the threads are too long or too 
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short to be interphasic chromosomes; the longitudinal split when obser- 
ved with the electron microscope does not seem to be real; some fil- 
aments are completely Feulgen negative; operating at low speed 
gives longer filaments than at high speed. Ris and Mirsky (1951), 
however, brought forward new arguments in favor of their view that 
the isolated filaments are real chromosomes: the constancy of morpho- 
logical characters of the filaments even when obtained by using dif- 
ferent techniques; the Feulgen stainability, the presence of filaments 
associated with nucleoli. Recently Yasuzumti et al. (1951) pointed out 
that for structural reasons the filaments must be considered as chromo- 
somes, although there remained some uncertainty as to their stainability 
with the Feulgen technique. 

Personal investigations (1951) had already convinced me that the 
chromatin threads isolated from resting nuclei of normal and pathologi- 
cal human blood cells looked like chromosomes, but it seemed necessary 
to collect more data for a definite proof. A paper by Tamini (1944) 
had given evidence that in different species of vertebrates there is a 
relation between mitotic and interphasic chromosomes. For the present 
investigation the following points have been chosen as a task: (1) whether 
the filaments show general chromosome characters, such as longitud- 
inal split, positive Feulgen stainability, presence of constrictions etc., 
and (2) whether there is a correspondance between the presumed isolated 
chromosomes and the mitotic chromosomes as to shape, breadth and 
length relations in animal species differing widely in karyotype. 


Material and methods. 

The species chosen from this point of view, and their chromosome characters 
as seen in diploid plates, are the following ones. The data on chromosomes have 
been cited from Matruery (1949). 

Fishes: Salmo fario, 2n=80 (PROKOFJEVA), chromosomes slender and of 
different length, all telomitic. 

Cyprinus carpio, 2n=104 (MAKINO), chromosomes short and thick. of uni- 
form length, all telomitic. 

Carassius auratus, 2n =94 (MAKINO), chromosomes similar to those of the 
carp, less uniform in length, all telomitic. 

Amphibians: Amblystoma tigrinum, 2n = 26 (WicKBoM), chromosomes widely 
different in length, the ratio between shortest and longest pairs being nearly 1/6, 
some with one, others with two arms (V-shaped). 

Reptiles: Lacerta muralis, 2n=38 (MatTTHEY), V-shaped chromosomes pre- 
vailing (only 2 out of 38 are telomitic and short). 

Emys europaea, 2n = 50 (MATTHEY);:one-armed. chromosomes prevailing (only 
4 out of 50 are V-shaped). ; 

Birds: Gallus domesticus, 2n=78 (Yamasuina), chromosomes of very different 
size (macro- and microchromosomes, 12 pairs V- shaped with arms of equal or 
unequal length). 

Columba livia, 2n =80 (YAaMAsHINA), chromosomes similar to those of the 
chicken. ‘ mente ; ire SH 
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Four parts of blood were taken from the big vessels with a syringe containing 
one part of 2.3% potassium oxalate. The mixture was put immediately ina shaker 
at 0—1°C to prevent coagulation. ot microscopica! control a few drops 
were stained with aceto-carmin. The blood was then transferred into a small 
Waring blender of molybdene steel kept in a refrigerator. Isolation of the fila- 
ments was performed following the techniques worked out by CLauDE and Potrer 
and by Mirsky. Instead of quartz sand (CLAUDE and PoTTER) we used also diato- 
maceous earth as grinding material. All methods gave the same results, the major 
part of the observations has, however, been made on material prepared according 
to Mrrsky’s technique. 

During the preparation of the material the temperature was kept constant 
at 0—1°C and the p,, at 6.2 by means of a Sérensen puffer solution. 

For microscopic examinations a suspension of a few drops of the centrifugate 
in 0.14 N NaCl was mounted on a slide and stored at 4°C. Observations were 
made with an ordinary as well as a phase-contrast microscope after toluidine blue 
and Feulgen staining. Measurements of filaments were made on drawings using 
a curvimeter on approximately 300 filaments. The drawings were made with a 
camera lucida at a magnification of 4000. 


Observations. 
1. Shape and structure of the filaments. 

The general aspect of the isolated filaments is that of rigid bodies 
with only slight sinuosities. Under the phase-contrast microscope one 
can distinguish V-shaped and rod-shaped filaments. The former ones 
(Fig. la) are typical for such species where some of the mitotic chromo- 
somes are mediocentric (Amblystoma, Emys, Lacerta, Gallus, Columba). 
Rod-shaped filaments appear, without exception, in Salmo and Cyprinus 
(Fig. 1c, d) where all the mitotic chromosomes are telomitic. In Caras- 
sius some two-armed filaments are also present (Fig. 1b). 


In breadth filaments show little variation within a species, but differ 
from species to species. The trout has very thin threads in accordance 
with the mitotic chromosomes which are also slender. The major threads 
of the fowl and the pigeon, as well as all threads of Amblystoma, are 
remarkably thick. 

The stainability with the Feulgen reaction and with toluidine blue 
is always strong. 

When orientation is favourable, both unstained and stained filaments 
show a clear longitudinal split (Fig. le, f, h). Many threads are charac- 
terized by a- constriction located at the junction of the arms (Fig.1 g) 
so that telomitic and atelomitic elements can be distinguished. 

Among the filaments some forms appear which could be artifacts. 
Sometimes exceedingly long bodies can be observed which probably are 
and-to-end unions of several filaments. It is not excluded that such 
aggregations occur in vivo. More probably an artefact is the longi- 
tudinal and parallel association of threads of similar length whereby 
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bundles are formed simulating polytene threads. Finally giant elongated 
chromatin masses occur which have their origin in the stretching of 





Fig.‘1a—h. Photomicrographs o \fsélated chromosomes. a, e—g Amblystoma,’ b Caras- 
sius, .c' Salmo, d Cyprinus. h, Gallys. , a-—~d.h, toluidine blue, e—g phase-contrast.. 
“a,c, d, ca. 1800x, e—g ca. 2000x, b, h ca. 3600x. 





entire nuclei.’ They are always ‘aiily distinguishable from isolated 
threads and are ‘more frequent after low speed operating. 
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2. Length distribution in different species. 

Of each species 300 filaments have been measured as indicated above 
and the length values grouped into classes of 1, 2,3... units (1 unit 
corresponding to 2.464—1cm in the drawing). The resulting distri- 
butions are represented as histograms in Fig. 2. From them it is im- 
mediately obvious that (1) class 2 is the largest in every case showing 
that the most frequent length of filaments in erythrocytes is the same 
in all species investigated, and that (2) the range of length varies consi- 
derably from species to species. The ratios between highest and lowest 
classes are small in Cyprinus, 4:1, intermediate in Carassius, 9:1, Salmo, 
8:1, Lacerta, 7:1, Emys, 8:1, Gallus, 8:1, Columba, 9:1, and highest in 
Amblystoma, 32:1. .The distributions in the carp and in the axolotl 
represent opposite extremes and correspond in this respect remarkably 
well with the length relations in the metaphase chromosome sets. 

The ratio of 8:1 and 9:1 in the studied birds, and that of 32:1 in 
the axolotl is remarkable, because the mitotic chromosomes show 
a stronger length differentiation in the birds than in the axolotl. It 
is difficult to find an explanation: it is possible that the smallest 
michrochromosomes of the birds are lost or clump together during 
the isolation. 

For the intermediate group of species it remained to be tested whe- 
ther or not the frequencies of the different length classes are different 
in spite of the nearly identical range of distribution. Two species, the 
lizard and the pigeon, have been chosen for a statistical test, using 
the y?-method according to MATHER (1946)!. The results are summarized 
in Table 1, from which it is evident that the distributions in both 
species differ significantly. 














Table 1. 
Class of | Number of filaments Squares of 

Totals [Differences F 

length Columba | Lacerta paereaes . 
1 12 29 41 —17 289 7.0487 
2 89 128 217 —39 1521 7.0092 
3 93 88 181 + 5 25 0.1381 
4 66 43 109 +23 529 4.8532 
5 28 7 35 +21 441 12.6000 
6—10 12 5 17 +7 49 2.8824 
Totals 300 300 600 34.5316 




















7° = 34.5316; y= 5; P< 10-4. 


(a; — 6 xa,;)* —b xa3;)* 
1 
ne St ba (ay; asi) 


where: a,; and a@,; frequencies of the 1st and of the 224 column; b ratio between the 
total of the frequencies of the 18t and the total of the frequencies of the 2°4 column; 
n number of the classes of the distribution. 
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The only species in which the correspondance between chromatic 
filaments and metaphase chromosomes is not so close, is Carassius 
auratus, whose metaphase chromosomes are fairly homogeneous in 
length (though not so strikingly as in the carp), but whose filaments 
show a somewhat higher degree of heterogeneity. 

A final comparison, if only of orientative significance, can be made 
by comparing the percentages of major elements both among the fil- 
aments and in the metaphase groups. By convention I have considered 
as major filaments those above class 4, and as major mitotic chromo- 








somes the macrochromosomes of the Table 2 

birds and the longest pairs, both - ropes 

atelomitic and telomitic, of the ‘aes Pe _inetaphase | 

other species, using the data com- * < 

piled by Marruey (1949). The com- 

parison (Table 2) shows a close resem- a Ext gs 13.0 20.0 
: . é ‘yprinus. . 0 0 

blance between both series of values. ph Adega 4.0 5.2 

Only for Carassius it was not pos- Emys... 10.0 8.0 

sible to obtain a satisfactory value (Gallus. . . 9.6 15.0 

Columba . . 13.3 10.0 








of the percentage of tier mitone 1 Tie date for Ceiradeiiis qndt'dinbly- 
chromosomes, because they were _stomaare notincluded, because the ma- 
not measurable unambiguously on terial was insufficient (Amblystoma) or 
the published drawings of MAKINO. — metaphase measurements unreliable. 


Discussion. 

In order to decide whether the bodies hitherto called “chromatic 
filaments” or ‘threads’ can be identified with chromosomes, my own 
observations and thase of previous workers must be compared with regard 
to the main criteria on which the definition of chromosomes is based. 

a) The presence of chromatids was affirmed by Mirsky, but denied 
by Lams. My observations demonstrate that the double stranded 
structure is present in all species studied, although it is not always 
easy to prove that the longitudinal split is visible also in unfixed and 
unstained material. 

b) Telomitic and atelomitic chromosomes. In Cyprinus where the 
chromosomes are probably telomitic — since they are very short rods 
at metaphase — the isolated filaments appear as telomitic or are provided 
with a very short second arm only. In species where V-shaped chromo- 
somes are present, filaments of the same shape have been found. 

c) The presence of a constriction can be demonstrated in some cases, 
also in unfixed and unstained material, under the phase-contrast micro- 
scope. Constrictions separate arms of equal or unequal length. An 
association of a constriction with the nucleolus, as reported by Ris and 
Mirsky, has not been seen. 

42 
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d) Positive Feulgen staining has been stated by CLAUDE and Porter, 
and by Mirsky and Ris. Yasuzumi, however, claimed that the positive 
reaction was limited to small bodies terminally attached to the Feulgen- 
negative filaments. In my preparations, the Schiff reaction was always 
positive along the whole length of the threads. 

On the basis of this combined evidence, in agreement with Mirsky, 
CLAUDE, Ris and Mirsky, Preirrer, and, partly, Yasuzum1, I conclude 
that the chromatic bodies obtained from resting blood cell nuclei are 
true chromosomes. 

It is another question to decide whether the filaments obtained are 
entire chromosomes or fragments caused by breakage during the treat- 
ment. This point is of prime importance for future investigations. 
Definite evidence can be gained only from measurements such as have 
been made in the present study. From the good agreement between 
interphasic and metaphasic chromosome lengths the conclusion seems 
warranted that as a rule the chromosomes are unbroken. One cannot 
exclude on the other hand that fragments and fusions occur occasionally. 
In general, the distinction between chromosomes and artifacts is easy. 


Two points remain to be briefly discussed. The first concerns the 
relationship between the microscopical structure of squashed nuclei and 
the isolated chromosomes. TAMINI has pointed out in erythrocyte nuclei 
of several vertebrates the presence of chromatic filaments and of masses 
described as chromocenters. Since from broken nuclei of the same type 
of cells no chromocenters, i. e. fused pieces of chromatin from different 
chromosomes have been obtained, the bodies observed by TaMInI might 
be interpreted as close associations of parts of chromosomes, associations 
which are easily disrupted, as it occurs in some Diptera. 


The second point concerns the relationship between the structure 
of mitotic and of isolated chromosomes (or metabolic chromosomes, as 
Yasuzumt calls them). Except for the polytenesalivary gland chromosomes 
of Diptera, the contracted chromosomes of Rhynchota and other insects 
and Crustacea, it has generally been thought that the interphasic chro- 
mosomes are represented by the very thin, unspiralized chromonemata, 
and that they do not resemble the mitotic chromosomes in shape and 
structure. Now the demonstration of the preservation of many charac- 
ters of mitotic chromosomes during the resting stage (split, constrictions, 
rigidity of the arms) tends to efface this assumed structural difference. 
Of particular interest in this regard is the presence, during the resting 
stage, of spiralization and packing, as demonstrated directly by YasuzuMI 
et al., and indirectly by the close resemblance in form of interphasic 
and metaphasic chromosomes, as has been pointed out in the present 
study. 
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Summary. 

1.A comparison has been made between the chromatic threads 
isolated from erythrocyte nuclei and chromosomes of diploid metaphase 
plates of several vertebrates. A close resemblance in morphological and 
structural features was found. It is therefore concluded that isolated 
— are true resting stage chromosomes. 

2. Measurements showed all species to possess rather sider ranges 
of Laie of isolated chromosomes, but different species differ charac- 
teristically in the frequencies of the different length groups. The mitotic 
chromosomes, measured on published drawings, correspond closely in 
length with the isolated chromosomes within a species and show the 
same interspecific differences. 
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Aus dem Max Planck-Institut fiir Meeresbiologie in Wilhelmshaven. 
DIE POLYTANIE DER RIESENCHROMOSOMEN. 


Von 
Hans BaveEr und WoLFcanG BEERMANN. 
Mit 9 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 5. Marz 1952.) 


Einleitung. 

Uber den Aufbau der Riesenchromosomen herrschen immer noch 
Meinungsverschiedenheiten. Die verbreitetste Ansicht, die Polytinie- 
hypothese, besagt, daB diese Chromosomen Biindel von Fibrillen seien, 
die durch Streckung der spiralisierten Mitosechromosomen, succedane 
Zweiteilung ihrer Langselemente. und Zusammenbleiben der Teilungs- 
abkémmlinge entstiinden. Die Liangsdifferenzierung in farbbare und 
nichtfarbbare Abschnitte, das Scheibenmuster, kommt nach dieser Hypo- 
these dadurch zustande, daB chromomerenartige Differenzierungen der 
einzelnen Langselemente infolge der exakten Biindelung auf gleicher 
Héhe des Chromosoms liegen und so die Querscheiben bilden. 

Als Beweise fiir diese Hypothese gelten in erster Linie die direkten 
Beobachtungen des fibrillar zusammengesetzten Baues der Riesen- 
chromosomen. Besonderes Gewicht wurde dabei solchen Fallen bei- 
gelegt, wo bei der Préparation das Biindel auseinandergespreizt war 
und in dem aufgeteilten Bereich gleichartige Chromomerenanordnung 
in seinen Fibrillenteilbiindeln zeigte (BavER 1936). 

Gegen diese Befunde hat in erster Linie Mertz (zuletzt 1941) ein- 
gewandt, da® sie sich auf Artefakte bezégen. Es war also erwinscht. 
eine Aufspaltung des Fibrillenbiindels unter Bedingungen nachzuweisen, 
bei denen der Artefakteinwand ausgeschlossen werden kann. Uber solche 
Beobachtungen wird hier berichtet. Sie stimmen in ihrem Ergebnis mit 
neueren Befunden anderer Art iiber einen fibrillaren Aufbau der Riesen- 
chromosomen iiberein, auf die unten eingegangen werden soll. Von dieser 
Grundlage aus sollen die abweichenden Hypothesen kritisch gesichtet 
werden. 

Die dieser Mitteilung zugrunde liegenden Beobachtungen wurden von dem einen 
von uns (H. B.) wahrend eines Aufenthalts in Stockholm gemacht. Herrn Prof. 
T. CASPERSSON und seinen Mitarbeitern sei auch hier aufrichtig fiir die erwiesene 
herzliche Gastfreundschaft gedankt. Erganzt und erweitert wurden die Beobach- 
tungen am hiesigen Institut im Zusammenhang mit einer eingehenden Unter- 
suchung iiber Entwicklung und Bau der Riesenchromosomen durch den anderen 
von uns (W. B.). 
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Material und Methoden. 

Die hauptsachlich verwendete Art ist Chironomus (Camptochironomus) tentans 
Fasr.; daneben wurde C. pallidivittatus Matiocn fiir Kreuzung mit C. tentans 
herangezogen. Beide Arten sind, als Ausnahmen unter den Chironomideri, steno- 
gam. Kopulation-und Eiablage erfolgen in kleinsten GefaBen. Die Larven wurden 
bei Fiitterung mit vorjahrigem zerriebenem Erlenfallaub aufgezogen. 

Untersucht wurden nur die Speicheldriisen. Ihre mikrotechnische Behandlung 
war die tibliche: kurze Fixierung in Alkohol-Eisessig, Farbung in Karminessigsaure, 
Untersuchung der von der Sekretmasse isolierten Zellen im Frischpraparat oder 
nach Montierung in Euparal. Die Photographien wurden im sichtbaren Licht 
(Blau- oder Griinfilter), einige auch in UV-Licht (275 mu) aufgenommen. 


Beobachtungen. 
Chironomus tentans hat bereits fiir einige friihere Untersuchungen als 
Material gedient. Buck und MELLAND haben die Speicheldriisenchro- 
mosomen zu roéntgenspektrographischen Versuchen herangezogen, ohne 
die Morphologie naher zu behandeln. MELLAND hat in der Zusammen- 
fassung ihrer vergleichend-entwicklungsgeschichtlichen Untersuchungen 
diese Art angefiihrt, ohne mehr als schematische Abbildungen der Driisen- 
zellen zu geben. Bauer (1945) hat in einer allgemeineren Darstellung 
die Art kurz beriicksichtigt und einen iiberlebenden Zellkern abgebildet. 
Nach ihm besitzt die Art wie die Mehrzahl der Chironomiden haploid 
4 Chromosomen, doch unterscheidet sie sich von den cytologisch be- 
kannten Arten der Untergattung Chironomus dadurch, da nicht das 
kurze 4. Chromosom Trager des Nukleolus ist, sondern daB an 2 oder 3 
langen Chromosomen je ein Nukleolus gebildet wird. Bei der nachst- 
verwandten Art C. pallidivittatus, dem einzigen anderen europaischen 
Vertreter der Untergattung Camptochironomus, ist dagegen nur 1 Nukle- 
olus an einem der langen Chromosomen vorhanden (BAUER 1936; fiir 
die dort als Chironomus spec. 1 bezeichnete Art gab Bauer 1937 den 
richtigen Namen pallidivittatus an). 

Das 4. Chromosom von C. tentans (ebenso wie das von C. pallidi- 
vittatus) ist verhaltnismaBig lang (Abb. 1) und weist normalen Quer- 
scheibenbau auf, der nur an 3 Stellen nicht deutlich ist, an denen das 
Chromosom aufgelockert ist. Die 1. und die 3. Auflockerungszone sitzen 
nahe den beiden Enden des Chromosoms; die 2., nahe der 1. gelegene, 
ist im Freilandmaterial stets als deutlicher Ringwulst ausgebildet und 
stellt eine Struktur dar, die schon bei anderen Arten als Balbiani-Ring 
beschrieben worden ist, z. B. bei C. Thummi (vg!. Bauer 1935). Bei 
C. tentans ist dieser Balbiani-Ring erheblich gr6Ber als bei den bisher 
untersuchten Arten; ein kurzes Chromosom mit einem ahnlich groBen 
Ring bildet nur MELLAND von einer unbestimmten Chironomus-Art ab, 
ohne ihn naher zu besprechen. 

Aufer in seiner normalen Stabchenform tritt das 4. Chromosom von 
C’. tentans in natiirlichen Populationen noch in einer eigenartigen Ring- 
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form auf, bei der nur 2 freie haploide Enden vorhanden sind (Abb. 2 und 3). 
In Abb. 2 ist das eine der Enden verdeckt ; Abb. 3 gibt ein Chromosomen- 
paar wieder, das nur sehr lose gepaart ist. In diesen ringférmigen Chro- 
mosomen sind die Auflockerungszonen in derselben Weise ausgebildet, 
wie im stabformigen Chromosom; die ebenfalls als Balbiani-Ring aus- 
gebildete 2. Zone ist meistens nicht allseitig gleichmaBig als Wulst vor- 
handen, sondern vorwiegend oder ganz auf die konvexe Seite des Chro- 
mosomenringes verlagert. 


Die Deutung dieser Ringform des Chromosoms hat Schwierigkeiten 
bereitet. Auf Grund der Lebenduntersuchung eines beschrinkten Aus- 





Abb. 1. Chironomus tentans. Normales 4. Chromosom mit den 3 Auflockerungszonen 
B,—-B;, die 2. als typischer Balbiani-Ring ausgebildet. Karminessigsiure, Euparal. 
Etwa 1200mal. 


gangsmaterials hat BAUER (1945) sie zunachst als heterozygote Inversion 
bezeichnet. Bei einer solchen sollten aber 4 haploide oder 2 diploide 
Enden vorhanden sein, die sich bei der spiteren Untersuchung nie haben 
nachweisen lassen. Permanenter Verlust zweier freier Enden kann 
dadurch entstehen, daB sich die homologen Chromosomen terminal ver- 
einigen, wie es im Endeffekt die attached-X-Stamme von Drosophila 
zeigen. Um die besondere Ringform bei C. tentans zu ergeben, miiBte 
eine Tandemvereinigung vorliegen, bei der sich die Chromosomen hinter- 
einander mit den nicht homologen Enden vereinigt haben. Solche struk- 
turelle Tandemvereinigungen fiihren aber natiirlich zu Stérungen im 
Erbgang (mono- und trisome Zygoten), die in der Population zu schneller 
Ausmerze derartiger Chromosomenmutationen fiihren miissen. Die 
andere Deutungsmoglichkeit fiir den permanenten Verlust zweier freier 
Enden ist die, daB der eine Partner als Ringchromosom vorliegt, wie 
es BAUER (BAUER und CasPERSSON 1949) dann auch annahm. Die 
durch Ringchromosomen bedingten mitose- und meiosemechanischen 
Stérungen, wie auch der standige Verlust in der Population durch Aus- 
fall der wegen der terminalen Deletionen wohl sicher letalen homozygoten 
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Ringchromosomenkombination hatten nicht unbedingt gegen das tat- 
sichliche Vorliegen eines Ringchromosoms gesprochen, weil sie durch 
Heterosis der Heterozygoten ausgeglichen werden kénnten. Durch die 
direkte morphologische Analyse lieB sich die Annahme der Ringform 
des einen Partnerchromosoms aber weder beweisen noch widerlegen. 
Selbst fiir so lose gepaarte Chromosomen, wie sie Abb. 3 wiedergibt, 





Abb. 2. Chironomus tentans. Inversions- 
heterezygotes 4.Chromosom. B,—B, die 
Auflockerungszonen, Bb, der exzentrische 
Balbiani-Ring. Lanthanazetat, UV-Auf- 
nahme bei 275 mu. Etwa 1200mal. 


Abb. 3. Chironomus tentans. Inversions- 
heterozygotes 4.Chromosom mit nur loser 
Paarung der Homologen. Der Pfeil zeigt 
die Terminalpaarungsstelle an. Karmin- 
essigsiure, Euparal. Etwa 1200mal. 








ist eine Aussage nicht méglich, weil die Kontinuitéat der Chromosomen 
im Balbiani-Ring scheinbar unterbrochen ist und die Zusammengehorig- 
keit der Partnerabschnitte rechts und links von dem Balbiani-Ring nicht 
sichergestellt werden kann. Eindeutig widerlegt wurde die Ringchromo- 
somendeutung dann aber durch die Untersuchung der Paarungskonfi- 
gurationen in Bastarden von C. pallidivitiatus und C. tentans. 

Es gelang in seltenen Fallen, die Arten in beiden Richtungen zu 
paaren (BEERMANN, unver6ffentlicht) und eine geringe Anzahl — meist 
nur einzelne Larven aus dem etwa 1000 Eier enthaltenden Gelege — 
von F,-Bastarden aufzuziehen. Diese Bastarde sind sehr vital und in 
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beiden Geschlechtern hochgradig fertil, so daB F,- und Riickkreuzungs- 
tiere reichlich zur Verfiigung standen. In einer Riickkreuzungszucht 
aus einem Bastard-? und einem tentans-¢, bei der das 9 normale 4. 
Chromosom in Staibchenform von beiden Eltern her erhalten hatte und 
das ¢ ein normales und ein ,,Ring‘‘-Chromosom enthielt, sollten die 
folgenden 4 Kombinationen auftreten: 1. tentans-4 normal homozygot; 
2. tentans-4 heterozygot, Ringkonfiguration; 3. pallidivittatus-4 mit 
tentans-4 normal; 4. pallidivittatus-4 mit tentans-4 ,,Ring“‘- Chromosom. 
Die ersten beiden Kombinationen sind dieselben wie innerhalb der Art 
C. tentans. Die 3. Kombination ist in Abb. 4a wiedergegeben. Sie ist 
dadurch bemerkenswert, daB die Partnerchromosomen nur terminal 
vereinigt sind und im allgemeinen jegliche laterale Paarung vermissen 
lassen. Wenn also in der 4. Kombination in gleicher Weise die laterale 
Paarung fehlt und wenn bei C. tentans wirklich ein Ringchromosom 
vorlage, so sollten entweder die beiden 4. Chromosomen vollig ungepaart 
auftreten, weil das Ringchromosom kein freies Ende fiir die terminale 
Paarung besitzt oder das stabchenférmige pallidivittatus-Chromosom 
sollte sich mit einem Ende radiir dem Ringchromosom ansetzen. Beides 
kommt nicht vor. Wie Abb. 4b zeigt, liegt auch bei der 4. Kombination 
ein Staibchenchromosomenpaar in terminaler Vereinigung, also kein 
Ringchromosom vor. Zum Unterschied von der 3. Kombination (a) 
scheint das tentans-Chromosom in umgekehrter Anordnung mit dem 
pallidivittatus-Chromosom vereinigt zu sein, also eine Inversion zu 
enthalten, die nahezu das ganze Chromosom umfaBt. Vollstandig klar 
werden die Verhialtnisse in triploiden Individuen, die in Bastard-F,- 
Zuchten sowohl als normale mannliche wie weibliche Larven vor- 
kommen, wie auch in fiir das 4. Chromosom trisomen Individuen. 
Hier bilden die 4. Chromosomen Dreiergruppen, wie sie in Abb. 4c 
dargestellt sind. Dem pallidivittatus-Chromosom sitzt terminal das 
normale tentans-4 an, das mit dem anderen 4. tentans-Chromosom in 
dessen ganzem invertiertem Bereich lateral gepaart ist. Die Inversions- 
briiche sind ganz dicht am linken und nahe dem rechten Ende erfolgt. 
Die Ringkonfiguration bei C. tentans kommt also dadurch zustande, dai 
primar die sehr feste terminale Vereinigung vorgenommen wird, die so 
eng ist, daB keinerlei Grenze zwischen den beiden Partnern zu er- 
kennen ist. Durch die laterale Paarung der Inversionsbereiche legt 
sich das Chromosom dann zu der Ringform mit 2 haploiden Enden 
zusammen. 

In Laborzuchten von C. tentans wurden dann auch die Inversions- 
chromosomen homozygot gefunden. Diese waren in dem schwedischen 
Freilandmaterial nicht vorhanden gewesen, lieBen sich aber in dem um- 
fangreicheren Pléner Material auch nachweisen. Bei diesen Homozygoten 
macht sich die gleiche terminale Paarung des einen Endes bemerkbar 

















Abb. 4a—e. 4.Chromosomen aus Kreuzungen zwischen Chironomus tentans und C. palli- 
dwittatus. a F,-Riickkreuzungsindividuum, terminale Paarung des normalen tenians- mit 
dem pallidivittatus-Chromosom; b F,-Riickkr individuum, terminale Paarung des 
invertierten fentans- mit dem pallidivittatus-Chromosom; c triploides F.-Individuum. 
Das normale fentans-Chromosom ist mit dem invertierten im Inversionsbereich lateral, 
mit dem pallidivittatus-Chromosom terminal gepaart. In alien Bildern liegen die tentans- 
Chromosomen unten. Die Pfeile bezeichnen die Terminalpaarungsstellen. 
Karminessigsiure, Euparal. Etwa 1200mal. 
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(Abb. 5), die in Konkurrenz mit der Lateralpaarung tritt und so zu der 
- besonderen Anordnung mit radiar gestellten Querscheiben fiihrt (Abb. 5b). 

Zur Demonstration der Polytanie sind die Inversionsheterozygoten 
das geeignetste Material. Meistens sind ihre Balbiani- Ringe als vor- 
wiegend einseitig angeordnete, facherférmige K6rper ausgebildet, in 





Abb. 5a u. b. Chironomus tentans. 4. Chromosom mit homozygoter Inversion. a total: 
b Endabschnitt. Terminale Paarung neben lJateraler. Karminessigsiure, Euparal. 
a Etwa 750mal; b etwa 1600mal. 


denen sich gut iibersehen laBt, wie das Riesenchromosom seinen festen 
Zusammenhalt aufgibt und sich in diinnere Strange aufteilt (Abb. 6). 
die zur Peripherie des Ringes hin weiter unterteilt werden. bis sie sich 





Abb. 6a u. b. Chironomus tentans. Tnversionsheterozygote 4. Chromosomen. Balbiani- 
Ringe aus verschiedenen Individuen. Aufspaltung des Chromosoms in zunehmend diimnere 
Fibrillenbiindel, Etwa 1800mal. 


schlieBlich dem Nachweis entziehen. Die Aufteilung erfolgt von beiden 
Seiten des Balbiani-Ringes her gleichmaBig (Abb. 1 und 3). Eine gesetz- 
maBige (etwa dichotome) Folge der Aufspaltung in Teilstrainge be- 
stimmter Dicke und regelmaBiger Abstufung liegt nicht vor. Im gleichen 
Querscheibenniveau kénnen diinne und dicke Strange nebeneinander 
liegen, wie die Beispiele der Abb. 6 zeigen. 

Die Balbiani-Ringe sind an ihrer Struktur ohne weiteres von Nukle- 
olen zu unterscheiden. Die Nukleolen bestehen aus einer homogenen 
oder vakuolisierten Substanz, die gegen den Kernsaft durch eine scharfe 
Kontur begrenzt ist; sie werden nur in ihrem zentralen Teile von dem 
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mehr oder weniger weit aufgelockerten Chromosom durchzogen. Die 
Balbiani-Ringe sind in lebenden Zellen weniger stark lichtbrechend, op- 
tisch nur undeutlich gegen den Kernsaft abgegrenzt und besitzen keine 
glatte Kontur. Besonders klar wird in UV-Photographien (Abb. 2 und 7), 
daB der Balbiani-Ring von Biischeln fadiger Strukturen aufgebaut ist, 
die bis zur Peripherie verlaufen, undeutlich’ begrenzt sind und flockig 
erscheinen. Dieses Aussehen kommt daher, daB die in sehr feine Kom- 
ponenten aufgespaltenen Chromosomen von einer an ihnen gebildeten 
oder kondensierten Substanz umhiillt sind. 





Abb. 7a u. b. Chironomus tentans. a Inversionsheterozygotes 4. Chromosom mit stark 
ausgebildetem Balbiani-Ring; b Ausschnitt aus diesem (in etwas anderer Einstellung) etwas 
nach rechts gedreht. Lanthanazetat, Karminessigsiure, UV-Aufnahme bei 275 mu. 

a Etwa 900mal; b etwa 2700mal. 


Unabhangig von dem Grad der Aufteilung des Chromosoms behalten 
die Teilstringe die charakteristische Gliederung in Querscheiben und 
Zwischenscheiben bei. Die letzteren sind als solche allerdings nicht sicht- 
bar, weil sie sich nicht von der Substanz im Baibiani-Ring abheben. 
Abb. 8 und 9 geben Aufnahmen eines Balbiani-Ringes in verschiedener 
Einstellung wieder, aus denen deutlich wird, daB in den dickeren Teil- 
biindeln homologe Folgen von Querscheiben vorliegen. Bei den zur Peri- 
pherie hin weiter aufgespaltenen Biindeln kann zwar die Homologisie- 
rung nicht mehr sicher vorgenommen werden, weil die Dicken- und Ab- 
standsunterschiede der nur noch als Granula erscheinenden Querscheiben 
nicht mehr eindeutig sind, doch ist es offensichtlich, da8 auch die 
feinsten sichtbaren Strange, deren Durchmesser sich auf etwa1/, u nur 
noch schatzen 1éBt, als K6rnchenreihen, nicht aber als homogene Strange 
vorhanden sind. Die Mehrzahl der Querscheiben ist einfach, ohne Ver- 
bindung zu einer Nachbarscheibe. Lediglich im Bereich des ungeteilten 
Chromosoms oder der dickeren Strange ist eine kapselartige Vereinigung 
gelegentlich zu finden. 

Die Aufteilung der feinen Strange ist durch den vergréBerten Aus- 
schnitt in Abb. 9 deutlich gemacht. An den Aufspaltungsorten spreizen 
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Abb. 8a u. b. Chironomus tentans. Balbiani-Ring aus inversionsheterozygotem 4. Chro- 
mosom. Aufspaltung des Chromosoms in feinste Teilbiindel.; b etwa 3 u tiefere 
Einstellung als a. Karminessigsiure (Frischpraparat). Etwa 2400mal. 
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sich die Teilbiindel in einem ziemlich weiten Winkel auseinander. Die 
Anzahl der feinen Teilstringe 14Bt sich auf einige Hundert schatzen; sie 
erscheint nicht ausreichend, um vereinigt den ganzen Querschnitt des 
Chromosoms zu erfiillen. Es ist aber anzunehmen, daB neben den noch 
als Granulareihen erkennbaren Teilstrangen feiner aufgespaltene Biischel 
liegen, die optisch nicht mehr auflésbar sind. Man hat gelegentlich den 
Eindruck einer sehr verschwommenen Querstreifung in Teilen des Bal- 
biani-Ringes, in denen erkennbare Teilstrainge nicht vorhanden sind, so 
als ob submikroskopische Fibrillen gleichmaBig verteilt noch den alten 
Zusammenhang schwach erkennen lieBen. Auch die UV-Bilder (Abb. 2, 


ZS 


Abb. 9. Chironomus tentans. Ausschnitt aus dem Balbiani-Ring der Abb. 8, den rechts 

gelegenen Teil um etwa 45° nach links gedreht wiedergebend. Etwa 0,5 » tiefere Ein- 

stellung als bei Abb. 8a. Links Photo, rechts dasselbe iiberzeichnet, um den Verlauf der 
auffalligeren Teilbiindel und ihre Verzweigungen zu verdeutlichen. Etwa 3200mal. 


und 7) sprechen fiir eine gleichmaBige Erfillung der Ringe mit fibril- 
laren Elementen. 

Mit einer Aufteilung in submikroskopische Dimensionen muB auch 
an der Peripherie des Balbiani-Ringes gerechnet werden, weil es nie 
gelingt, den kontinuierlichen Verlauf von Teilstringen durch den 
Ring hindurch zu verfolgen. Es gibt hierzu allerdings die Alternativ- 
erklirungen, daB8 entweder die Kontinuitét des Chromosoms im Ring 
faktisch unterbrochen ist, oder die Strecke, die die beiden Aufspreizungs- 
zonen verbindet, keine Querscheiben aufweist, oder daB diese Quer- 
scheiben infolge von Nukleinséureschwund nicht mehr farbbar sind. 
Keine dieser Alternativdeutungen wird durch zwingende Argumente 
gestiitzt. Aber selbst wenn das der Fall ware, wiirden die hier behan- 
delten Fragen davon nicht beriihrt werden; fiir sie ist entscheidend der 
direkte Nachweis der Aufspaltung des Chromosoms im sichtbaren Bereich. 

Die beschriebene Struktur der Balbiani-Ringe ist keine Besonderheit 
der beiden untersuchten Chironomus-Arten. In gleicher Ausbildung 
findet man sie bei den verschiedensten Chironomiden dann, wenn die 
Ringe groB genug sind und keine Heterochromatinzonen einschlieBen, 
die durch Anastomosenbildung den regelmaBigeren Aufbau verwischen. 
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Diskussion. 

Die oben dargestellten Befunde vom multiplen Bau der Riesenchromo. 
somen sind ein direkter und unwiderleglicher Beweis fiir die Polytanie- 
hypothese, aber eigentlich nur noch notwendig gewesen, um auch die 
Skeptiker zu iiberzeugen. Die Zustimmung, die die Hypothese seit ihrer 
ersten und noch unvollkommenen Begriindung durch Koutzorr (1934) 
und BripceEs (1935) gefunden hat, beruht eben darauf, daB sie ,,ver- 
ninftig“ ist und mit wenigen Annahmen die Besonderheiten der Riesen- 
chromosomen auf allgemeine Chromosomeneigenschaften ‘zuriickfihrt. 

Die Strukturverhaltnisse im Balbiani-Ring machen nur noch deut- 
licher, was iiber den Fibrillarbau schon sonst angegeben worden ist 

_ (BavER 1935, 1936, KoLLER 1935, PAINTER und GRIFFEN 1937, u. a.). 
Auch experimentell sind geniigend Stiitzen fiir ihn beigebracht worden. 
Die anisodiametrische Entquellung der Riesenchromosomen 148t sich nur 
auf der Basis eines Fibrillirbaues erkliren (ScHmiptT 1941). Mit dem 
Mikromanipulator lassen sich Fibrillenteilbiindel abheben, die die gleiche 
Chromomerenfolge behalten wie das tibrige Chromosom (D’ ANGELO 1946). 
Durch Réntgenbestrahlung embryonaler Zellen lassen sich Chromosomen- 
mutationen erzeugen, die nur einen Teil des Chromosomenquerschnitis 
betreffen, der je nach dem Zeitpunkt der Bestrahlung, also dem Grad 
der Polytanisierung der bestrahlten Zellen verschieden ist. Je spiter 
die Bestrahlung erfolgt, um so geringer ist in den erwachsenen Chromo- 
somen der Durchmesser des betroffenen Teilbiindels (Stizynsx1 1950). 

Aus dem Polytainbau wird auch ohne weiteres verstindlich, wie der 
von BaveEr (1938a) an Nahrzellen von Musciden beobachtete Zerfall der 
Riesenchromosomen in eine Vielzahl kleiner Elemente zustande kommt. 
Unter Kontrakticn kénnen sich die Lingselemente verselbstindigen. 
Ebenso finden die verschiedenen Ausbildungsformen der Chromosomen 
in den Speicheldriisen von Cecidomyden (WuitE 1948) und anderen 
Nematoceren (Mainx 1949) von der Polytanieauffassung her ihre Er- 
klarung.. Die Ubergiinge zwischen Kernen mit normalen Riesenchromo- 
somen. und Kernen von Retikulaérbau kommen durch verschieden weit- 
gehende Lockerung des Fibrillenzusammenhalts zustande. Die Riesen- 
zelle der Speicheldriise von Lestodiplosis mit einer polyploiden Anzahl 
von Riesenchromosomen (WHITE 1946) ist so entstanden zu denken, da 
nach einer ersten Polytanisierung die Chromosomen wie in Musciden- 
nahrzelien in ihre Elemente zerfallen sind, die dann eine erneute Phase 
der Polytanisierung durchgemacht haben. 

Der Polytiniehypothese sind von DarLineton, Kopan1, Kosswie 
und Senetn, sowie METz andere Hypothesen entgegengestellt worden. 

Kosswie und Srenetn (1947f.) erkennen zwar einen Fibrillarbau 
der vollentwickelten Riesenchromosomen an, doch haben sie besondere 
Vorstellungen iiber ihre Genese entwickelt, die eine Diskontinuitat der 
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Chromosomenstruktur junger und alter Kerne postuliert. Da ihre Argu- 
mente im wesentlichen aus der Entwicklungsgeschichte und dem Ver- 
gleich des Chromosomenbaues in verschiedenen Geweben abgeleitet wer- 
den, ist hier nicht der Ort, naher auf diese Hypothese einzugehen. Sie 
ist von BEERMANN (1952a) widerlegt worden. 

Kopani und Dar.ineTon lehnen die Vermehrung der Langselemente 
wahrend des Chromosomenwachstums ab. Kopant (1941) hat das Ver- 
halten der Chromosomen von Drosophila melanogaster unter dem Ein- 
flu8 von NaOH-Harnstoffgemischen (vom py 13—14) untersucht und 
aus seinen Beobachtungen ein Modell der Chromosomen aufgestellt, das 
héchst kompliziert ist und sehr merkwiirdige Struktureinzelheiten postu- 
liert. Das Wesentliche ist dabei, daB die Chromosomen nur aus den 
4 Chromatiden bestehen, mit denen die Zelle ihr Wachstum begann, und 
daB diese Chromatiden ein ungleiches Dickenwachstum durchgemacht 
haben, wobei sie in den Zwischenscheiben den vollen Durchmesser des 
Chromosoms ausfiillen sollen, indem jede Chromatide einen tortenstiick- 
formigen Quadranten bildet, waihrend sie in den Querscheiben diinnere, 
flachliegende Schlingen bilden, deren AuBenseiten zigarren- oder flaschen- 
korkférmige ,,bulbs of nucleic acid“ ansitzen. Fir die gelegentliche Auf- 
spaltung in Fibrillenteilbiindel gibt Kopani nur die Erklarung: ‘they 
are merely the groups of the protein micelles which as a whole constitute 
a single true chromonema.”’ Kopant vergleicht sein Modell mit Lampen- 
birstenchromosomen, dabei im einzelnen die ,,nucleic acid bulbs‘‘ mit 
deren seitlichen Fortsatzen, obwohl diese, wie KopAntI selbst feststellt, 
bei den Lampenbiirstenchromosomen gerade keine Nukleinsaure ent- 
halten. Kopanis Auffassung steht nun in Widerspruch zu einer anderen 
Modellvorstellung, an deren Entwicklung auf Grund von Versuchen mit 
Natronlaugebehandlung allein er ein Jahr vorher (CaLvin, Kopani und 
GoLpscumipT 1940) beteiligt war. Diese Vorstellung rechnete noch mit 
einer Vermehrung der Lingselemente, wobei aber die neugebildeten peri- 
pheren Chromonemen langer als die erhalten bleibenden alten Chromo- 
nemen sein und sich auf der Héhe der Chromomeren der urspriinglichen 
Chromonemen in seitliche Schlingen legen sollten, die radiar abstehend 
sich mit Nukleinséure inkrustieren und so die Querscheiben ergeben 
soliten. Die Tatsache, daB durch ganz ahnliche Behandlungen Bilder 
entstehen, die so verschiedener Interpretation zuganglich sind, geniigt 
wohl, um die Unhaltbarkeit der Modellvorstellungen zu demonstrieren, 
deren Einzelheiten auch vom chemischen Standpunkt aus unbegriindet 
sind. Mit starker Natronlauge lassen sich die Chromosomen eben nur 
zerstoren, und alles, was aus den mikroskopischen Bildern abgeleitet 
worden ist, kann nur als MiBdeutung von Artefakten angesehen werden. 

Dar.ineTon (1949, 1950) erkennt im Gegensatz zu Kopani den 
multiplen Bau der Riesenchromosomen an, meint aber umgekehrt, daB, 
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wenn ein Speicheldriisenchromosom 128 oder 256 Langselemente ent- 
halt, die gleiche Anzahl bereits im mitotischen Chromosom vorgelegen 
hat. “But there is now the possibility that the chromosomes of this 
nucleus were originally each subdivided 64 or 128 times, being based 
in fact on that number of polypeptide chains which only become detec- 
table when the whole system comes to be shaken out or blown out 
with the materials it has been engaged in secreting.” 1 Solche Aussagen 
und weitere wie diese: die Speicheldriisenchromosomen seien “merely 
swollen chromosomes bloated with their own products,” bleiben natiir- 
lich sehr vage ohne konkrete Aussagen dariiber, welche strukturchemi- 
schen Prozesse eine gleichmaBige ,,Schwellung“ der einzelnen Poly- 
peptidkette bewirken kénnen; sie schlieBen im einzelnen auch ein, daB 
die Desoxyribosenukleinsaure ein ,,product‘‘ der anschwellenden Poly- 
peptidkette ist. Dartinctons Hypothese erwachsen aber sofort uniiber- 
windliche Schwierigkeiten, wenn versucht wird, auf ihrer Grundlage den 
Zerfall der polytinen Chromosomen (Ileumzellen der Culiciden nach 
BERGER 1938 und Gretu 1946; Nahrzellen der Musciden) zu erklaren. 
Hier miiBte dann postuliert werden, da8 entweder die in polyploider 
Anzahl auftretenden kleinen Chromosomen nur noch aus einer sehr viel. 
kleineren Anzahl von Polypeptidketten bestehen, die, um das tatsich- 
liche Volumen der Chromosomen zu ergeben, weiterhin ,,swollen and 
bloated“ bleiben. Damit waren die nach dem Zerfall vorliegenden Chro- 
mosomen erheblich verschieden von denen vor Beginn des Wachstums. 
Oder es muB angenommen werden, da’ unmittelbar vor dem Zerfall eine 
Polypeptidkettenvermehrung erfolgt, wobei aber der Chromosomen- 
durchmesser nicht zunimmt, die ,,products“ also im gleichen MaBe auf- 
gebraucht werden, wie sich die Ketten vermehren. Wenn auf diese 
Weise die Annahme einer Vermehrung der Langselemente doch einge- 
fiihrt wird, ist nicht einzusehen, warum dieses Prinzip nicht unmittelbar 
fiir das Wachstum der Chromosomen herangezogen werden kann. SchlieB- 
lich beriicksichtigt DarLIneToN nicht die Kernverhaltnisse der Wanzen, 
deren endomitotisches Wachstum unter regelmaBiger Zweiteilung der 
Chromosomen vor sich geht. Wahrend fiir die Anhanger der Polytinie- 
auffassung der Unterschied zwischen Speicheldriisenkernen von Wanzen 
und Dipteren nur darin besteht, daB in einem Falle die Teilungsprodukte 
gebiindelt bleiben, im anderen getrennt werden, mu8 DaR.ineTOoN ent- 
weder einen grundsitzlichen Unterschied zwischen den beiden Kern- 
wachstumsarten annehmen, oder er mu8 auch fiir die somatischen Kerne 
der Heteropteren eine schrittweise Halbierung des Polypeptidketten- 
biindels fordern, wobei dann die GréBengleichheit der Chromosomen in 
den verschiedenen Teilungsschritten durch eine kompensierende schritt- 


1 Grundsatzlich die gleiche Anschauung hat schon 1936 Prof. C. McCLunG | 
einen von uns (H. B.) gegeniiber miindlich zum Ausdruck gebracht. 
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weise Verdickung ,,by their own products“ erfolgen miBte. Diese un- 
wahrscheinlichen Konsequenzen machen Dar.inetons Anschwellungs- 
hypothese unannehmbar. Er hat sie auch nicht aus irgendwelchen Unter- 
suchungen an Riesenchromosomen abgeleitet, sondern sie als Neben- 
ergebnis gewonnen bei der Analyse réntgeninduzierter meiotischer 
Chromosomenmutationen. Unter diesen fand er solche, die nicht mehr 
den ganzen Querschnitt einer Chromatide betreffen, also auf einen zu- 
sammengesetzten Bau der Chromatiden hinweisen. Und da8 er nun 
gleich den Polypeptidketten als letzten méglichen Struktureinheiten eine 
so hohe Bedeutung zuweist, ist wohl seiner Abneigung zuzuschreiben, 
von dem sein ganzes Hypothesengebaude beherrschenden Prinzip von 
der Chromatide als Verhaltenseinheit der Chromosomen abzugehen 
und neben diesem eine hierarchische Staffelung morphologischer Unter- 
einheiten zuzugeben, obwohl zur Erklarung der beobachteten Chromo- 
somenmutationen wohl schon die Annahme einer Gliederung in Halb- 
oder Viertelchromatiden geniigen wiirde. Fir deren Existenz und sogar 
kinetische Selbstandigkeit sind ja (besonders bei Cocciden; vgl. die Zu- 
sammenfassung von 8. HucHES-SCHRADER 1949) geniigend Beweise vor- 
handen, wahrend iiber die Anzahl der Polypeptidketten im Chromosom 
bisher nichts ausgesagt werden kann, ja, streng genommen, nicht ein- 
mal der Beweis dafiir erbracht ist, daB Polypeptidketten die Langsstruk- 
turelemente sind. Die Ablehnung von Daritinetons Hypothese des 
Riesenchromosomenwachstums schlieBt natiirlich nicht die Ablehnung 
der Méglichkeit ein, daB die Mitosechromosomen hochgradig multiple 
Struktur haben, eine Méglichkeit, deren Konsequenzen schon seit langem 
(z. B. auf der Klampenborger Konferenz 1938) diskutiert werden. Fiir 
die Polytanieauffassung wiirde sie bedeuten; daB die Anzahl der in den 
Riesenchromosomen vorhandenen Langselemente nicht gleich der An- 
zahl der endomitotisch vermehrten Chromosomen, sondern gleich dem 
Produkt aus dieser Anzahl und der Anzahl der im Mitosechromosom 
vorliegenden Lingselemente ist. 

Die Ansichten von Merz in ihrer letzten Formulierung (1941) lassen 
sich mit der Polytanieauffassung insofern vereinbaren, als er die An- 
nahme einer Vermehrung der Chromonemen wahrend des Kernwachs- 
tums zulai®t. Sein hauptsichlicher Einwand gilt den in den ersten 
Jahren der Riesenchromosomenanalyse gemachten Angaben, da8 die 
mikroskopisch sichtbaren Fibrillen und Granula letzte Strukturele- 
mente und den aus anderen Zellarten beschriebenen Chromosomen gleich- 
zusetzen seien, und besagt, daB das auf Speicheldriisenchromosomen- 
lange gestreckte Mitosechromosom bei gleichbleibendem Volumen sub- 
mikroskopisch diinn werden wirde und deshalb niemals als Einzelele- 
ment sichtbar sein kann. Dieser Folgerung ist aber seit. langem von den 
Anhangern der Polytanieauffassung Rechnung getragen (BAUER 1938b, 
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ParnTER 1939), fiir die die sichtbare Fibrillierung nun die Aufsplitterung 
des Chromosoms in oligotane Teilbiindel bedeutet. Dem stellt Merz aber 
seine bekannte Hypothese entgegen, nach der die sichtbare Struktur 
nicht auf der Fibrillierung beruht, sondern als Epistruktur durch Ein- 
lagerung von ,,achromatic droplets“ in Form eines Wabenwerkes aus- 
gebildet ist. In den Wabenwanden verlaufen zwar als ungeordnetes Netz 
die Fibrillen (chromonemata), doch sind sie zu plastisch, um gegeniiber 
der Oberflichenspannung der Wabenwiande formgebende Eigenschaften - 
zu zeigen. Alle Aussagen iiber einen sichtbar fibrilliren Bau der Riesen- 
chromosomen. halt Merz fiir falsch; sie beruhen nach ihm auf falscher 
Deutung von aneinandergrenzenden Wabenreihen. Diese Ansicht li8t 
sich auf die oben beschriebenen Befunde am Baibiani-Ring jedoch nicht 
ausdehnen. Nun haben bereits PouLson und Metz (1938) Beobachtungen 
am Balbiani-Ring einer unbestimmten Chironomus-Art gemacht, aber 
anscheinend wirklich klare Bilder nicht erhalten; denn sie schreiben von 
einem “fine and intricate chromatic network which springs from the 
chromatic discs and branches out into the surrounding materials.”’ “The 
chromatic extensions from the bands, while superficially like a branching 
system of rootlets, nevertheless form an intricate three-dimensional net- 
work, the larger members of which are radially disposed. The bases of 
these larger members arise from densely staining bands which characte- 
rize the region. ... The thinner bands on either side of the heavy bands 
appear not to contribute to the chromatic network.” Diese Ansicht, 
daB die Fibrillenbiindel im Balbiani-Ring Jaterale Auswiichse der nor- 
malen Querscheiben sind und keine Aufspaltungsstellen darstellen, hilt 
Metz auch 1941 noch aufrecht: “... thread-like lines may be seen in 
this material; but these extend out laterally, fan-like, with many bran- 
ches, more than they dc longitudinally.”’ Hier kann nur ein Beobach- 
tungsfehler vorliegen, auch trifft die Angabe, daB die Fibrillen:im Bal- 
biani-Ring ein Netzwerk bildeten, fiir das von uns analysierte Material 
bestimmt nicht zu. Die Wabenbauhypothese kann schlieBlich nicht die 
besonderen Strukturverhaltnisse in den Chromosomen der Speicheldriisen 
jiingerer Larven und der Malpighischen GefiBe erkliren .(BEERMANN 
1952a) und erweist sich auch darin als reine ad hoc-Hypothese, die fiir 
einen Einzelfall — die ausgewachsenen Speicheldriisenchromosomen von 
Sciara — aufgestellt und dann auf den ganzen Erscheinungskomplex 
ausgedehnt worden ist, ohne daB dieser dazu ndétigte. 

Eine besondere Polytiniehypothese haben, ebenfalls auf Grund von 
Untersuchungen an Sciara, Ris und Crouse vertreten. Wahrend im 
allgemeinen die Querscheiben als stofflich verschieden von den Zwischen- 
scheiben betrachtet werden und nur den ersteren der Besitz von Nuklein- 
siure zugeschrieben wird, nehmen Ris und Crouse an, daB die Lings- 
elemente der Speicheldriisenchromosomen in ihrer ganzen Linge gleich- 
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maBig farbbar seien und die Unterschiede zwischen Quer- und Zwischen- 
scheiben nur durch verschiedene Anordnungsarten der Langsabschnitte 
der homogenen Fibrillen zustande kamen ; sie wollen in den Speicheldriisen- 
chromosomen mittelgroBer Sciara-Larven nur 8 Chromonemen gesehen 
haben, die wie meiotische Chromosomen doppelt spiralisiert sein sollen. 
Wahrend die Kleinspirale nur ein welliges Aussehen der Chromonemen be- 
dinge, soll die GroBspirale dabei durch die Merkwirdigkeit ausgezeichnet 
sein, daB sie nicht in gleichmaBigem Steigungswinkel das Chromosom 
durchzieht, sondern daB jeder Windungsumgang einen diagonal und 
einen genau quer zur Chromosomenachse verlaufenden Abschnitt um- 
faBt. Da alle Chromonemen genau gleich spiralisiert sind, ihre quer- 
verlaufenden Windungsabschnitte also auf gleicher Héhe im Chromosom 
liegen, ist hier im Querscheibenabschnitt die Chromonemenmasse reich- 
licher vorhanden als in Abschnitten gleichen Volumens aus Chromo- 
somenstrecken, in denen die Chromonemen diagonal verlaufen. Nach 
Ris und Crovss wird auf diese Weise der Unterschied zwischen den chro- 
matischen Querscheiben (querverlaufende Chromonemastrecken) und 
den achromatischen Zwischenscheiben (diagonal verlaufende Chromo- 
nemastrecken) hervorgerufen. Die durch Spiralisierung nach dieser Auf- 
fassung noch erheblich gesteigerte Lange der Riesenchromosomen wird 
schlicht durch longitudinales Genwachstum erklirt. Da nach Ris und 
Crouse die Spiralisierung auch insofern ungleichférmig ist, als sie das 
Querscheibenmuster und seinen wechselnden Scheibenabstand herstellt, 
braucht der Cytogeniker sich mit dieser Hypothese nicht zu befassen. Der 
Cytologe aber, der zu einer begriindeten Strukturauffassung zu kommen 
wunscht, wird in ihr erhebliche Ungereimtheiten feststellen. Es braucht 
auf diese zum Teil schon in anderen Kritiken hervorgehobenen Punkte 
nicht eingegangen zu werden; denn es geniigt, auf die oben beschriebenen 
Strukturverhialtnisse im Balbiani-Ring hinzuweisen. Es ist auf dem 
Boden der Ris-Crovusseschen Hypothese unmdglich, die Struktur der 
feinsten Fibrillenbiindel mit einem Durchmesser von Bruchteilen eines 
Mikrons als Ausdruck einer Spiralisierung eines isochromatischen Fadens 
hinzustellen; denn die chromomerenartigen Granula sind keine parallel 
zur optischen Achse laufenden langeren Windungsabschnitte, und wenn 
man sie als nur kurze derartige Abschnitte ansehen wollte, ware ihre 
Masse nicht so sehr verschieden von den sie verbindenden, in der opti- 
schen Ebene verlaufenden Spiralfadenstrecken, daB diese nicht auf jeden 
Fall sichtbar werden miBten. Gegen die Giltigkeit dieser Kritik laBt 
sich nicht einwenden, in den Balbiani-Ringen lagen besondere Struktur- 
verhaltnisse vor; denn in Fallen, wo die Ausbildung der Balbiani-Ring- 
struktur an diesen Chromosomenabschnitten unterbleibt, zeigen sie ein 
ganz normales Querscheibenmuster (BEERMANN 1952a, b). Die Autoren 
meinen: ‘‘Proof of our hypothesis rests on a detailed study of the 
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development of the giant chromosomes.” Obwohl auch diese Aussage 
nicht einleuchtet, kann jedenfalls fiir Chironomus festgestellt werden, 
daB die Entwicklungsgeschichte keinerlei Anhaltspunkte fiir die Aus- 
bildung der behaupteten Spiralisierung bietet (BEERMANN 1950, 1952a), 
und fiir Sciara ist die ,,proof‘ ausgeblieben. 


Wenn aus dieser Diskussion das Fazit gezogen wird, kann daran fest,- 
gehalten werden, daB die Riesenchromosomen hochpolytiane K6rper sind, 
deren an Zahl wahrend des Wachstums zunehmende, submikroskopisch 
feine Lingselemente in — den Quer- und Zwischenscheiben entsprechende 
— nukleinséurereiche und nukleinséurefreie (oder sehr -arme) Zonen 
gegliedert sind, und daB der sichtbare fibrillire Bau auf einer ie 
splitterung in Teilbiindel von Langselementen beruht. 


Es bleibt noch die Frage offen, die Merz (1941) und PatnrEr (1941) 
erértert haben, ob die sichtbaren Fibrillen und Granula (Chromomeren) 
Ausdruck einer geordneten Gliederung des polytainen Biindels sind und 
eine Gruppierung der submikroskopischen Langselemente zu Kinheiten 
hdherer Ordnung anzeigen, oder ob die Aufspaltung rein statistisch vor 
sich geht. Die Beobachtungen an den Balbiani-Ringen schlieBen zum 
mindesten fiir die héchsten Stufen (etwa den Bereich der halben ur- 
spriinglichen Chromatiden) eine feste Ordnung aus; dazu ist die schritt- 
weise Aufteilung des Chromosoms zu ungleichmaBig. Sie wiirde z. B. 
dann anzunehmen sein, wenn die Aufteilung gleichmaBig dichotom er- 
folgte. Auch fiir das regelmaBige Vorkommen der groBen, aus achroma- 
tischem Inneren ynd chromatischem Mantel bestehenden ,,Chromomeren“ 
PaINTERs geben unsere Beobachtungen keinen Anhaltspunkt, so daB sie 
wohl nur als signifikante Artefakte zu deuten sind ebenso wie die 
,,Heterochromomeren‘‘, die von Bauer (1936) als Struktureinheiten 
beschrieben, von ihm (1938b) aber wieder zuriickgenommen worden 
sind. Strukturelle Elemente der Fibrillen sind die einer einzelnen Quer- 
oder Zwischenscheibe entsprechenden Abschnitte, nicht Verbénde aus 
einem Zwischenscheiben- und den beiden angrenzenden Querscheiben- 
abschnitten. 

Das generelle Argument von Merz gegen eine hierarchische Ordnung 
im Riesenchromosom, es wiirden sich darin ganzlich neuartige, im Mitose- 
chromosom nicht verwirklichte Eigenschaften ausdriicken, hat allerdings 
_ in den letzten Jahren durch die sich mehrenden Angaben iiber einen 
multiplen Bau auch der letzteren, an Kraft verloren. Denn auch bei 
diesen mu8 eine ordnende Beziehung zwischen der Vermehrung der 
Langselemente und der Aufteilung des Chremosoms in Chromatiden, 
Halbchromatiden usw. bestehen, von der es denkbar ist, daB sie im 
wachsenden Polytaénchromosom zu héheren Einheiten fiihrt. In dieser 
Frage ist das letzte Wort noch nicht gesprochen. 
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Zusammenfassung. 


Das 4. Chromosom von Chironomus tentans kommt in einer Standard- 
und einer Inversionsanordnung vor. Die Inversion umfaBt nahezu das 
ganze Chromosom. In Heterozygoten sind infolge terminaler Paarung 
am einen Ende nur 2 freie haploide Enden vorhanden. In Bastarden 
mit C. pallidivittatus ist die Paarung der 4. Chromosomen stets (und 
fast stets ausschlieBlich) terminal. 

In dem Balbiani-Ring des 4. Chromosoms, der in Inversionshetero- 
zygoten von C’. tentans meistens exzentrisch als ficherférmiger K6rper 
ausgebildet ist, liBt sich mit aller Deutlichkeit die Aufspaltung des poly- 
tanen Chromosoms in dickere und diimnere Fibrillenteilbiindel erkennen. 
Selbst die feinsten Strange zeigen noch eine Gliederung in gefarbte 
(chromomerenartige) und ungefarbte Abschnitte. Die beiderseitigen 
Aufspaltungszonen stehen nicht in sichtbarer Verbindung, woraus auf 
noch weitergehende Aufspaltung in submikroskopisch diinne Fibrillen 
im Bereich der Peripherie des Balbiani-Ringes geschlossen wird. 

Gegeniiber anderen Hypothesen wird die Polytanieauffassung in 
ihrer einfachen Form aufrechterhalten. 
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From the Zoological Institute, Hokkaido University, Sapporo, Japar. 


A CYTOLOGICAL STUDY OF THE YOSHIDA SARCOMA, 
AN ASCITES TUMOR OF WHITE RATS*. 


By 
Sasrro Makino. 
With 94 figures in the text. 
(Eingegangen am 8. Oktober 1951.) 


A considerable amount of work has previously been published in the 
field of cancer cytology. A high mitotic rate and a remarkable fre- 
quency of mitotic abnormalities have been described as almost uni- 
versal phenomena in tumors. The older literature has been reviewed 
by Porirzer (1935). Quite recently, KoLLER (1947), Baricozzi and 
DELLEPIANE (1947), CasaBona (1948), Baricozzr (1947), Baricozzi1 
and GRATTAROLA (1950), Poti (1950), TimonEN (1950), TrmoNEN and 
THERMAN (1950), THERMAN and TIMONEN (1950) have made important 
contributions to the cytology of cancer cells. The attention of most of 
these authors was attracted by the variation of chromosome numbers, 
the various types of mitotic aberrations, and related features. The in- 
quiry into the behavior or the karyological changes occurring in them 
during the growth of the tumor has been neglected, probably because 
of the difficult material used. Indeed, the tumors in solid form as deve- 
loped in human bodies or produced spontaneously or experimentally in 
rats and mice, which have mostly been used by the previous workers, 
are distinctly unfavourable for the detailed analysis. For this reason, our 
knowledge of cancer cytology is much less satisfactory than that in 
other fields of cancer research. 

For the present study the Yoshida sarcoma was chosen as material, 
because it offers several profitable advantages for the cytological in- 
vestigation. This sarcoma, an ascites tumor growing in the peritoneal 
cavity of white rats in the form of a fluid malignant tumor, arose in an 
albino rat which had been fed with O-amidoazotoluene for 3 months 
and then treated cutaneously with a potassium arsenite solution for 
about 4 months (Yosurpa 1949). The tumor ascites is of milky appea- 
rance and 1 cmm of it contains approximately one million freely sus- 
pended tumor cells. The tumor can easily be maintained by successive 
transplantations (injecting, with a sharply pointed glass pipette, a 
small amount of tumor ascites into the peritoneal cavity of a new rat). 
After transplantation the tumor cells chiefly multiply in the abdominal 
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cavity of the new host. By their larger size and their characteristic fea- 
tures, the tumor cells are clearly distinguished from blood cells occur- 
ring in the peritoneal cavity (cf. Figs. 76, 77, 81). This makes micro- 
scopical observation extremely easy. Furthermore, the developmental 
conditions of the tumor cells during the growth of the tumor and the 
process of their division can easily be studied in a single tumor animal 
at any time desired, or can be traced successively throughout a whole 
transplant generation, i.e. the period from inoculation until the death 
of the tumor animal. Finally, the simple and rapid smear techniques 
are readily applicable and allow accurate cytological investigation. 


Methods. 


In the Yoshida sarcoma the cell material can be obtained, without killing or 
dissecting the rat, simply by puncturing the abdominal cavity with a fine pipette. 
Smear preparations stained by Giemsa’s azureosin-methylenblue solution or by 
acetocarmine give satisfactory results. For a Giemsa preparation, a drop of tumor 
ascites is smeared on a slide and fixed with absolute methanol for a few minutes. 
The slide is then allowed to dry, stained with Giemsa’s solution for 40 to 60 min, 
washed with distilled water, and dried by blotting. For acetocarmine prepara- 
tions, the fresh ascites smear is directly and immediately covered with acetocar- 
mine. Acetic gentianviolet, advised as a substitute for acetocarmine by Tanaka 
(1951), can likewise, be used with rather excellent results, especially for the study 
of chromosomes. 

The Giemsa preparations are useful for diagnostic observations, since by this 
method the morphological and physiological characters of tumor cells become 
clearly evident. But this method causes shrinkage of the cells which then show 
artificial cohesion and irregular deformation of chromosomes. The acetocarmine 
and acetic gentianviolet smear methods, however. are excellent for the study of 
chromosomes. Both, cells and chromosomes are quite free from shrinkage and the 
chromosomes have well-defined, sharp outlines. 

The albino rats (Rattus norvegicus) used as hosts for the transmission of the 
tumor are derivatives of the strain from the Wistar Institute and have been bred 
pure in our aviary. 
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General course of the growth of the Yoshida sarcoma 
in a transplant generation. 


After intraperitoneal inoculation the ascites.sarcoma grows rapidly 
in the new host and causes the death of the diseased anima! in 12 days 
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on the average. Of the newly implanted tumor cells a large number 
seem to undergo degeneration, since cells in stages of disintegration 
and others showing various abnormalities appear with a high frequency, 
while dividing tumor cells are very few. The majority of the degenera- 
ting cells are of large size. Intermingled with them are a number of cells 
in resting stage, having a small amount of cytoplasm and a spherical 
nucleus of compact appearance. These resting cells begin to divide 
about 24 hours after transplantation. The number of dividing cells 
then increases until they are most numerous in the middle part of the 
life span of the tumor animal. From then on they gradually begin to 
decrease in number. In correlation with this decrease of normally divi- 
ding cells, cells showing mitotic abnormalities or disintegration changes 
become more frequent, while proportionally the tumor ascites aug- 
ments remarkably. Towards the last day of the animal’s life there is 
a sudden final decrease of the number of normal division stages, but, in 
striking contrast, abnormal or disintegrating cells are abundantly fre- 
quent. By this time the accumulation of tumor ascites reaches an 
enormous amount and causes a large expansion of the abdomen. Having 
reached this stage, the malignant growth of the tumor leads to the 
death of the diseased animal. By intraperitoneal transmission of the 
tumor ascites into a new rat, the tumor cells again begin multiplication 
and start another cycle. 


Observations. 


1. Mitotic abnormalities in tumor cells and the occurrence 
of well-balanced subdiploid tumor cells. 

The tumor cells are considerably larger than any other cells in the 
peritoneal cavity of the rat. The nuclei are characterized by their oval 
or kidney shape, sometimes they are bilobed. They are situated on one 
side of the cell (Fig. 1). Two or more conspicuous bodies, probably of 
nucleolar nature, are visible within the nucleus. In the cytoplasm, 
distinct azurophilic granules, arranged in a characteristic rosette form, 
become visible after staining with Giemsa’s solution. 

As in other tumors, the abnormal mitoses observable throughout a 
tumor transplant generation in a wide variation in details of type are 
remarkable cytological phenomena which can be classified in two main 
categories!: (i) abnormalities involving structural alterations of the 
chromosomes, and (ii) abnormalities attributable to accelerated, sup- 
pressed, delayed, or incomplete spindle formation. To the first category 
belong: stickiness and coalescence of chromosomes, abnormal swelling 
or vacuolization of chromosomes, deformation of chromosomes into 


1 For morphological details of these mitotic abnormalities comp. Makino and 
Yosipa (1951). 
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unusual, irregular bodies, and disintegration of spiral chromonemata in 
the chromosomes. The second category comprises: lagging of chromo- 
somes at anaphase, non-disjunction, chromosome bridges at anaphase 
and telophase, irregular chromosome distribution at anaphase, hollow 
metaphase, scattering or displacement of chromosomes at metaphase, 


———_ 





Figs. 112. Photomicrographs of Yoshida sarcoma cells. Fig. 1, tumor cells at resting, 
stage showing several nucleoli. Feulgen technique. Fig. 2, irregular swelling of chromo- 
somes into round form. Fig. 3, disintegration of chromonema spirals, showing vacuoli- 
zation. Fig. 4. coalescence of chromosomes. Fig. 5, lagging of chromosomes at anaphase. 
Fig. 6, chromosome bridges at anaphase. Fig. 7, showing some chromosomes extruded 
outside the equatorial plate Fig. 8, irregular arrangement of chromosomes at metaphase. 
Fig. 9, formation of restitution nucleus. Fig. 10, tripolar spindle. Fig. 11, tripolar mitosis. 
Fig. 12, pentapolar telophase, resulting in the formation of a tetra-nucleate cell and a 
single nucleate cell. Figs. 1, 8, 12: 900 x. Figs. 2—7, 9—11: 1200 x. 


exclusion of some chromosomes from the equatorial plate, abnormal 
orientation of chromosomes at metaphase, formation of restitution 
nuclei and of multinucleate cells, and multipolar mitoses. Almost all 
of these abnormalities contribute directly or indirectly to the observable 
variation of chromosome numbers, finally resulting in highly complex 
multiple sets of chromosomes, as they can be seen in the giant cells. A 
series of photomicrographs illustrating the different types of abnormal 
divisions is given in Figs. 2 to 19. 
























A cytological study of the Yoshida sarcoma. 653 
As mentioned above, the abnormalities concern the chromosomes, 


or the spindle, or both. Undoubtedly, most of them lead to degeneration 
and death of the cells. It seems clear that cells which are undergoing 





al 


Figs. 13—19. Photomicrographs of Yoshida sarcoma cells. Fig. 13, tetrapolar mitosis. 
Fig. 14, quadripoler telophase. Fig. 15, octopolar mitosis. Fig. 16, giant cell containing 
about 250 chromosomes. Fig. 17, giant cell showing stickiness of chromosomes and their 
transformation into amorphous masses. Fig. 18, giant cell showing lobulated nuclei. 
Fig. 19, trinucleate cell. Figs. 13—15: 1200 x. Figs. 16—19: 600 x. 


abnormal mitosis cannot pursue active multiplication and, hence, they 
contribute little to the growth of the tumor. 

It is therefore an important and noteworthy fact that, besides cells 
showing abnormal mitotic behavior, there is present a group of tumor 
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cells which possess a chromosome number of around 40 and which are 
highly frequent. Since the somatic chromosome number of the rat is 
42, these tumor cells contain approximately the same diploid number 
as the host tissues. Furthermore, these cells multiply in a quite regu- 
lar mitotic manner. The chromosomal behavior in these cells during 


Figs. 20—31. Photomicrographs of Yoshida sarcoma cells. Figs. 20—27, successive stages 
of mitotic division of well-balanced subdiploid cells (strain cells), showing regular be- 
havior of chromosomes in the course of separation. (Acetocarmine preparation.) Fig. 20, 
early prophase. Fig. 21, late prophase. Fig. 22. metaphase. Fig. 23, early anaphase. 
Fig. 24, late anaphase. Fig. 25. telophase. Fig. 26, telophase late. Fig. 27, division‘of 
cell body. Figs. 28-—-31. successive stages of regular mitotic division in a single living 
tumor cell observed with the phase-contrast microscope. Figs. 20-—27: 1200 >. 
Figs. 28 to 31: 1000 x. 





division is normal without any evidence of aberration, as is shown in 
Figs. 20 to 27. Figs. 28 to 31 represent successive stages of the regular 
mitotic division in a single living cell. observed with the phase-con- 
trast microscope. 

The chromosome complex of these normally dividing tumor cells is 
very characteristic. It comprises two morphologically distinct groups 
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of chromosomes (Figs. 44 to 51). One of these consists of rod-shaped 
elements varying in number from 22 to 24, while the other group con- 
sists of 18 to 16 J- or V-shaped elements of different sizes. Because the 
ordinary tissue cells of the white rat consistently contain 42 chromo- 
somes, all of which are rod-shaped!, the chromosome constitution of 
the tumor cells is sharply contrasted to that of the normal host cells. 
_ Types of chromosome: sets transitional between those of normal and of 
tumor cells have never been detected in our observations. 
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Fig. 22. Diagram showing the variation of chromosome numbers and the distribution 
of cells with various numbers. From the results of the daily observations throughout a 
transplant generation of a tumor rat. 



































The chromosome number varies around 40, showing a rather gradual 
fluctuation both above and below that number? (Fig. 32). The values 
found as extremes of the numerical variation have been around 20 as 
the lowest numbers (Fig. 33) and more or less than 85 as the highest 
ones (Fig. 35), excepting cases of giant cells (Fig. 36) or of unbalanced 
hyperploid cells. However, cells containing 37, 38, 39, 40 and 41 chromo- 
somes occur with highest frequencies (Fig. 32). Among them cells 
having 40 chromosomes are most numerous, and those with 41 chromo- 
somes rank second. These facts indicate that the cells with these 
chromosome numbers have a mitotic capacity exceeding that of other 
cells. It is also remarkable that cells with chromosome numbers lower 
than +40 are more frequent than those with numbers larger than 


1 Detailed descriptions of the chromosome sets will be given on pages 659 to 662. 
2 For details on chromosome numbers, comp. Maxkrno and Kané (1951). 











656 Sazrz0 Maxrno: 


+40. True polyploidy seems to be very rare or absent, but cases of 
subtriploidy with +60 and of subtetraploidy with + 80 chromosomes 
are observed, although very rarely (Figs. 34, 35). Giant cells with a 
very high number of chromosomes (about 200 or more) occur occasio- 
nally (Fig. 16, 36), but exact counting was impossible in these cells, 
since they show abnormal metaphase orientation of chromosomes or 
multipolar spindles. 





Figs. 33—-36. Chromosomes of Yoshida sarcoma cells. Camera-lucida drawings. Fig. 33, 

26 chromosomes. Fig. 34, 64 chromosomes (subtriploid). Fig. 35, 81 chromosomes (sub- 

tetraploid). Fig. 36, a giant cell showing about 250 chromosomes. Figs. 33—35: ca. 1700 x. 
Fig. 36: ca. 1200 x. 


2. The rate of mitosis in a transplant generation and the behavior 

of tumor cells with subdiploid chromosomes. 

The daily frequency of the normally dividing tumor cells with well- 
balanced subdiploid chromosome number and of cells showing mitotic 
abnormalities furnishes a significant fact with regard to the growth 
of the tumor. The frequency of normal cell divisions gradually in- 
creases from the early towards the middle part of the life span of the 
tumor animal, but decreases from then on. Cells with mitotic abnorma- 
lities, however, are the most frequent ones during te middle part and 
decrease in: frequency towards the latter part, while disintegrating cells 
are exclusively high in frequency in the latter part of the life span. 
Thus, active multiplication of the cells with subdiploid chromosome 
number takes place from the early part to the middle part of a trans- 
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plant generation. Then they gradually decrease in number, while, cor- 
related with this decrease, cells showing mitotic abnormalities and dis- 
intregation increase in frequency, and the tumor ascites accumulates 
proportionally. 

Since, obviously, cells with mitotic abnormalities or in disintegration 
are unable to continue division much longer, the occurrence of a tumor 
cell type dividing regularly with 2 well-balanced subdiploid set of 
chromosomes is very significant, suggesting that the proliferation of 
tumor cells and, therefore, the growth of the tumor is primarily attri- 
butable to the multiplication of these cells. This is an important point 
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Days after transplantation 
Fig. 37. Graphical representation of the daily frequency of mitotic cells in a transplant 
generation of the tumor rat, based on the data presented in Table 1. 


Table 1. Daily frequency of mitotic cells in a tumor rat. 
The percentage of dividing cells was calculated on the basis of 2000 cells per 
day in the observation through a transplant generation. 





Days after trans- 

plantation . .|/1/2/)3|,41]5)]61{71]8 | 9 |10)11)12)13| 14] 15)16 
Precent of divi- 

ding cells. . . |1.7}4.4/ 4.6) 3.8] 4.0) 4.4] 3.9] 3.2}3.0] 3.3] 3.2] 1.9} 0.5] 0.4) 0.8} 0.2 


in connection with the mechanism of malignant growth and demands 
further confirmation which was obtained from quantitative observations 
of the mitotic rate of tumor cells with particular attention to the be- 
havior of the cells with subdiploid chromosome number. 

In a specimen which died on the 16th day after transplantation of 
the tumor, 2000 tumor cells were analyzed every day throughout the 
entire period of the host s life and the daily frequency of dividing cells 
including those in late prophase, metaphase, anaphase, and telophase 
was calculated. The results are summarized in Table 1 and Fig. 37. 
From these data it is evident that the number of dividing cells increases 
in the early phase, remains nearly constant throughout the middle 
part, and decreases rather suddenly towards the end of the tumor ani- 
mal’s life. 
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The same material was used for an analysis of the frequencies of the 
different cell types in metaphase stage, registering separately the sub- 
diploid cells with normal metaphase configuration and two types of 
cells with abnormal metaphases. The data summarized in Table 2 
and Fig. 38 indicate that on the first day after transplantation dividing 
subdiploid cells are rather scarce among all metaphases observed. Their 
frequency increases considerably during the next days, until, on the 5th 
to 7th day, they represent more than one third of cells in metaphase. 
By this time the most active growth of the tumor is attained and the 
tumor ascites pronouncedly accumulated. From then on towards the 
end of the animal’s life the dividing subdiploid cells gradually decrease 
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Days after transplantation 
Fig. 38. Graphical representation of the daily frequency of well-balanced subdiploid cells 
at metaphase, observed through a transplant generation, based on the data presened in‘ 
Table 2. From the same material as used in Table 1 and Fig. 37. 
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Table 2. Daily frequency of the cells ai metaphase, based on the same material as 
given in Table L. 
The percentage was calculated on the basis of the total number of metaphase 
cells observed every day. : 











: diploid ce Irregular cells isintegratin; 

pth + 5 ret ot at pataphose delle at etna gale 
ceGce Number % Number % Number % cells observed 

1 18 9.0 60 30.0 122 61.0 200 

2 92 38.3 124 61.7 24 10.0 240 

3 86 35.8 125 52.1 29 12.1 240 

4 79 35.6 lll 50.0 32 14.4 222 

5 80 35.6 100 44.4 45 20.0 225 

6 104 40,5 106 41.2 47 18.3 257 

7 57 30.8 75 40.6 53 28.6 185 

8 40 29.0 42 30.4 56 40.6 138 

9 65 31.7 104 50.7 36 17.6 205 

10 90 32.3 127 45.7 61 22.0 278 

ll 50 23.6 64 30.2 98 46.2 212 

12—16 15 8.5 71 42.5 81 45.5 167 























in number and are replaced by cells with mitotic abnormalities. On 
the 11th day, or later, cells showing stickiness or coalescence or dis- 
organization of chromosomes are very frequent, in contrast to the 
normally dividing subdiploid cells. 
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From a comparison of Tables 1 and 2 it is apparent that the two 
sets of data run closely parallel. Both show an increase in the first days, 
more or less constancy during the middle part, and a decrease towards 
the end of the transplant generation. As is obvious, the cells showing 
mitotic abnormalities are unable to continue multiplication and 
cannot contribute much to the growth of the tumor, therefore the 
conclusion is warranted from the comparison of the data presented in 
Table 1 (and Fig. 37) and Table 2 (and Fig. 38) that among the divid- 
ing cells those with well-balanced subdiploid chromosome number play 





Figs. 39—43. Chromosomes of the strain cells of Yoshida sarcoma, showing a well-balanced 
subdiploid complex. Camera-lucida drawings, ca. 1700x. Fig. 38, 38 chromosomes. 
Fig. 40, 40 chroms. Fig. 41, 41 chroms. Fig. 42, 42 chroms. Fig. 43, 43 chroms. 


a decisive réle in the growth of the tumor. It is to them that the multi- 
plication of tumor cells in successive transplant generations is prima- 
rily attributable. In the course of multiplication, part of these tumor 
strain cells become abnormal through aberrant mitotic processes, pro- 
bably due to an alteration of the normal spindle mechanism, structural 
changes of chromosomes, and other causes, as emphasized by Wapa 
(1951). Thus, the cells showing various mitotic abnormalities which 
are so common and characteristic are only derivatives of the normally 
dividing strain cells}. 


3. Morphological analysis of the chromosomes in the strain cells. 

As already briefly stated, the tumor strain cells are characterized 
by a sub-diploid complex of chromosomes fluctuating in number around 
40. Figs. 39 to 43 give some examples of metaphases with 38, 40, 41, 
42, and 43 chromosomes respectively. The chromosomes are arranged 





1 In this respect, the detailed accounts have been given by MAKINO and 
Yosrpa (1951) and Max1no and Kané (1951). 
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in the normal radial manner, the larger ones occupy peripheral positions 
surrounding the smaller ones. Neither in the orientation of the chromo- 
somes, nor in the spindle formation is there anything unusual. However, 
in comparison to the normal chromosome complex of white rats with 
only rod-shaped elements, the chromosome complex of the tumor strain 
cells looks very motley because of the presence of V- and J-shaped 
elements of various shapes and sizes. 

In a number of cells, the chromosomes were classified according to 
their characteristic shapes and sizes and arranged in a series of pairs of 
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Figs. 44—51. Serial alignments of supposed pairs of chromosomes, showing the con- 
stituent elements of well-balanced subdiploid tumor cells of Yoshida sarcoma (strain cells). 
In each, 22—24 elements are rod-shaped and 16—18 are V- and J-shaped. 


decreasing size. Pairs may represent the two homologues, though they 
probably do not. Examples of such serial alignments are given in Fig. 44 
to 51. From these it is evident that, disregarding the variation in 
chromosome number, there is a clear-cut distinction of two chromo- 
‘some groups, one consisting of rod-shaped elements and the other of 
V- or J-shaped ones, both of varying sizes. It is probable that there are 
12 pairs of rods, though in some cases a chromosome is lacking or exists 
in excess, probably due to non-disjunction, lagging, or some similar 
irregularities. These rod-shaped chromosomes represent a smoothly 
graded size-series ranging from very long to small ones. All of them, 
except the few smallest ones, are of considerable size. Sometimes, 
certain of the larger chromosomes show at their proximal end a globular 
thickening or are slightly hent, but it cannot be said with certainty 
whether these chromosomes have subterminal kinetochores or not. I 
prefer to consider them as rod-shaped chromosomes. 

The other chromosome group of V- and J-shaped elements consists 
of eight, nine, or occasionally ten pairs. It is, however, quite uncertain 
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whether the members of a pair are really homologous mates. The larger 
two or three pairs are clearly recognizable by their distinct configuration 
as V- or J-shaped bodies, while the remaining chromosomes are small 
without distinct characteristics, all showing an apparent constriction in 
their middle or near one end. Although they are not sharply bent at 
the constrictions, the constant presence of the constrictions favors the 
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Figs. 52—54. Chromosomes of ordinary somatic cells of white rats. Camera-lucida draw- 
ings. Fig. 52, monocyte. Fig. 53, liver cell. Fig. 54, bone marrow cell. Fig. 42: ca. 1250 x. 
Figs. 43—44: ca. 1700 x. 


inference that they are not rod-shaped, but possess submedian or sub- 
terminal kinetochores. In addition to these chromosomes, there occurs 
a prominent V-shaped element of large size which is always single. Its 
two arms are of nearly equal length. Within the complement there is 
no! other chromosome present corresponding to it in either size or shape. 
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Figs. 55—57. Serial alignments of supposed pairs of ordinary somatic chromosomes, 
showing 21 pairs in each. Fig. 55, bone-marrow cell. Fig. 56, liver cell. Fig. 57, amnion cell. 


The comparison of these chromosomes of tumor strain cells with 
those of ordinary tissue cells discloses the marked difference between 
both. The chromosomes of the Wistar white rats have been investigated 
in germ cells by Maxtno (1942, 1943) and in various somatic cells by 
TanaKA (1951). In both studies the basic diploid chromosome number 
has been established as consistently 42. The chromosomes, both in 
germ cells an in tissue cells, have always simple rod-shape, tapering 
towards the inner end (Figs. 52—54). No evidence has ever been found 
of the presence of even a single V- or J-shaped. element, as becomes 
specially plain from serial alignments of the chromosome pairs (Figs. 55 
to 57). If now these figures are compared with Figs. 44—51, the mor- 
phological difference of chromosomes from normal and from tumor 
cells is at once quite evident. A comparison in detail shows that, based 
44* 
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on the apparent likeness in morphological features, the 12 pairs of rod- 
shaped chromosomes occurring in tumor cells seem to correspond to 
12 of the 21 pairs of normal cells. In other words, the rod-shaped 
chromosomes found in tumor cells have in all probability originated 
directly from normal rat chromosomes. However, as one fails to find 
any V- or J-shaped chromosomes in ordinary tissue cells of the white 
rat, it follows that the V- and J-shaped chromosomes must be regarded 
as characteristic for the tumor cells proper. The detailed explanation 
of the origin and nature of these two-armed chromosomes of the tumor 
cells remains difficult at present. 


4. Evidence demonstrating the individuality of chromosomes 
in the sarcoma strain cells }. 

In order to demonstrate the individuality or constancy of the chromo- 
somes in these ‘tumor cells, some experiments were performed to test 
whether the chromosomes remain unaltered or show changes when 
brought into abnormal condition. Tumor cells were transplanted into 
several different heterogeneous hosts, or subjected to the influence of 

~ chemicals. 

It has been proved that the malignant growth of the Yoshida sar- 
coma is remarkably host-specific for white rats (YosH1pA 1949). Tumor 
cells of white rats transplanted into hosts related to white rats, such as 
black rats (Rattus rattus), white mice (Mus musculus), field mice (Apo- 
demus geisha), voles (Clethrionomys bedfordiae), and guinea pigs (Cavia 
cobaya), were found to continue to live for a certain period in the peri- 
toneal cavity of these heterogeneous hosts and showed mitotic activity 
to a higher or lower degree, but they all disappeared later, and the hosts 
remained alive. 

The chromosomes were analyzed in tumor cells after such hetero- 
plastic transplantations. Figs. 58—61 represent metaphase plates from 
tumor cells heteroplastically transplanted into white mice, field mice, 
voles, and guinea pigs respectively. They show chromosome numbers 
from 38 to 42. Morphologically, the chromosomes are strikingly similar 
to those from tumor cells from the normal host, the white rat. More 
clearly than any verbal description this fact is demonstrated by the 
serial alignments given in Figs. 62—70 which show the striking uni- 
formity of chromosome sets in cells taken from the different hetero- 
geneous hosts. In every case, the characteristic chromosome constitu- 
tion of the original Yoshida sarcoma cells can be found, a fact which 
becomes quite evident by comparing these figures (Figs. 62—70) with 
Figs. 44-51 from homoplastic transplantations. The similarity between 

1 Detailed data on the individuality of chromosomes in the Yoshida sarcoma 
cells are given by Maxrno (1952). 
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chromosomes from heteroplastically transplanted tumor cells and those 
from homoplastically transplanted cells concerns numerical as well as 
morphological relations. 


59 61 


Figs. 58—61. Chromosomes of Yoshida sarcoma cells transplanted in the mouse (Mus 

musculus. Fig. 58. 41 chromosomes), field mouse (Apodemus geisha, Fig. 59, 41 chromo- 

somes), vole (Clethrionomys bedfordiae, Fig. 60, 42 chromosomes) and guinea pig (Cavia 
cobaya. Fig. 61, 42 chromosomes). Camera-lucida drawings, ca. 1700 x. 
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Figs. 62—70. Serial alignments of supposed pairs of chromosomes of Yoshida sarcoma cells, 
transplanted in heterogeneous hosts. 22—24 elements are rod-shaped and 16—18 elements 
are V- and J-shaped. Fig. 62, from the black, rat transplantation. Figs. 63—64, from the 
mouse transplantation. Figs. 65—66, from the field mouse transplantation. Figs. 67—68, 
from the vole tranplantation. Figs. 69—70, from the guinea pig transplantation. 


Obviously, this similarity implies that the tumor cells dividing in the 
peritoneal cavity of a heterogeneous host after heteroplastic transplan- 
tation are those which come from the white rat. It is thus evident that 
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tumor cells of the Yoshida sarcoma have remained unchanged in their 
chromosomal individuality through succeeding transplant generations 
and also in cases of heteroplastic transplantations. 

The results with chemical treatment of tumor cells give further con- 
vincing proof of the continuity of the subdiploid strain cells. Podo- 
phyllin and CaCl, have been used. 


















Figs. 71—77. Figs. 71—74. Fronx podophyllin experiments. Fig. 71, abnormal condensation 
and irregular agglutination of chromosomes of tumor cells. 15 min. after injection of podo- 
phyllin. Fig. 72, disintegration of tumor cells. Small-sized cells remain unaffected (indi- 
cated by arrows). 10 hours after injection of podophyllin. Fig. 73, 24 hours after injection 
of podo phyllin. Most of the destroyed tumer cells are resorbed, and small-sized tumor cells 
have remained unaffected (indicated by arrows). m monocyte. e: cosinophilic leucocyte. 
Fig. 74, metaphase plate of a tumor cell, showing subdiploid chromosomes, observed 4 days 
after injection of podophyllin. Figs. 75—77, from CaClg experiments. - Fig. 75, destruction 
of tumor cells. 1 hour after injection of CaCl, Tumor cells of small size have remained 
unaffected (indicated by arrows). Fig. 76, the same, 6 hours after injection of CaCl,, small 
tumor cells remaining unaffected (indicated by arrows). Fig. 77, metaphase plate of a 
tumor cell, subdiploid chromosomes, observed 10 hours after injection of CaCl,. 
Figs. 71 to 72, 75—76: 400 x. Fig. 73: 200 x. Figs. 74—77: ca. 1200 x. 


Podophyllin' acts as a poison damaging the cells at metaphase. In 
podophyllin-treated cells division is arrested at metaphase and the 
chromosomes swell and fuse into several irregular masses distributed in 


1 The author is greatly indebted to Dr. I. Connman of George Washington 
University Cancer Clinic for supplying this drug and for his helpful advices. 
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Table 3. Results of obser s on dividing cells in the tumor ascites, on 4 days after 
injection of 0,1% podophyllin in glucose solution. 














No. of abnormal cells 
No. of subdiploid 
cells with + 40 Stickiness of Total 
chroms. chroms., + 40 3-polar 4-polar 
: in number 
251 (72.13%) | 81 (23.28%) 9 (2.59%) 7 (2.01%) 348 














the cytoplasm (Fig. 71). The cells die later. In our experiment 1 cc of 
0,1% podophyllin solution in glucose was injected into the peritoneal 
cavity of a tumor rat on the 6th day after transplantation, that is in the 
middle part of the transplant generation!. Within 30 to 40 min. after 
injection, disturbed mitotic figures can be observed in the tumor cells 
(Fig. 71). The number of dis- 


integrating cells increases with Table 4. Results of observations on dividing 


cells in the tumor ascites, at 60 min. ajter 








time. At about 10 or more injection of 0,25 M CaCls-solution. 
hours after injection, there Na. ef anbalipnad 

are present in the tumor as- cells with + 40 | NO-of abnormal | qotay 
cites many degenerating tumor —— 

cells and together with them 62 (92%) 5 (8%) 67 








a number of tumor cells at the 

resting stage characterized by a small amount of cytoplasm and single, 
well-defined compact nuclei (Fig. 72). The tumor cells which have re- 
mained unaffected or free from the action of the drug (Fig. 73) begin a 
period of active division by normal mitosis about three days after the 
injection. At that time, a large portion of the dividing cells was found to 
belong to the subdiploid cell type with approximately 40 chromosomes 
of the shape characteristic for the strain cells (Fig. 74). Numerical data 
illustrating these facts are summarized in Table 3. 

A similar result as with podophyllin was obtained in an experiment 
with CaCl, solution”. By injection of 2ccof a 0,25 M solution into the peri- 
toneal cavity of the tumor rat, a major part of tumor cells with various 
mitotic abnormalities was destroyed as a result of dehydration (Fig. 75, 
76). The unaffected tumor cells begin to divide about 60 or more minutes 
after the injection. At that time, almost all the dividing cells could be 
classified as belonging to the strain cells with their characteristic chromo- 
some complement (Fig. 77), as is demonstrated by the data in Table 4. 


In conclusion it can be emphasized on the basis of the experiments 
described in this section that in the Yoshida sarcoma there is present a 


1 A detailed accotint of this experiment will be published elsewhere by Mak1no 
and Tanaka. 

2 The results of this experiment will be published elsewhere with detailed data 
by Maxrno and Tanaka. 
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definite strain of tumor cells having their own characteristic chromo- 
some constitution and maintaining malignancy as well as inherited 
capacity for autonomous growth. Their chromosomal individuality has - 
remained unchanged through the transplant generations from host to 
host, probably since they first became established in the original tumor 
animal. The growth of the tumor is primarily due to the proliferation 
of these tumor strain cells. 









5. Additional data on the behavior of tumor cells during the growth 
of the Yoshida sarcoma in a transplant generation. 

As has been stated above, the majority of the newly transplanted 
tumor cells degenerate shortly after implantation. Abnormal and disin- 
tegrating cells are then found at a high frequency (Fig.79). Most of these 
degenerating cells are large, possess a considerable amount of cytoplasm 
and a non-globular nucleus. Small-sized resting tumor cells with 
spherical nucleus (Fig. 80) are interspersed among the larger degenera- 
ting cells. Division figures are very rare. The numbers of large- and 
small-sized tumor cells observed in the tumor ascites a few hours after 
transplantation are given in Table 5. 

The resting cells begin to divide at about 20 hours after inoculation. 
At the same time the number of small-sized cells decreases, as is demon- 
strated by the data in Table 6. A comparison of the Tables 5 and 6 makes 
it clear that with the progressive decrease of the small-sized resting 
cells a gradual increase of dividing cells occurs. It is noteworthy that 
most of the dividing cells belong to the small-sized class and that their 


























Table 5. Numbers of large- and small-sized tumor cells observed in the tumor 
ascites at a few hours after transplantation. 








No. of 1 p-sized No. of small- No. of mitoti 
0. 0 : _ S1ze sewer cells? Oo callie otic Total 
981 (64.10%) | 545 (35.50%) 5 (0.40%) 1535 











Table 6. Numbers of large- and small-sized tumor cells, observed in the tumor 
ascites at about 26 hours after transplantation. 





No. of No. of No. of Total 
large-sized cells* | small-sized cells* mitotic cells 














726 (80.38%) | 128 (14.18%) 48 (5.44%) 902 


1 Large-sized cells are tumor cells characterized by a considerable amount of 
cytoplasm with a large bilobed or multilobulated nucleus. The giant cells are also 
included. 

? Small-sized cells are tumor cells characterized by a small amount of cyto- 
plasm with spherical and compact nucleus. 
For® and‘, see footnotes given in Table 5. 
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mitosis reveals the well-balanced subdiploid chromosome complement 
characteristic of the strain cells (Figs. 81, 82). Table 7 indicates this 
point most clearly by showing that the majority of dividing cells are 





















Figs. 783—85. Figs. 78. Normal ascites of white rats, showing monocyte, lymphocytes 
and eosinophylic leucocytes (300 x). Fig. 79, tumor ascites at a few hours after trans- 
plantation, showing the degeneration of large tumor cells (400 x). Fig. 80, showing two 
types of tumor cells, large and small, from the tumor ascites at about 20 hours after 
transplantation (400 x). Figs. 81 and 82, metaphase plates of subdiploid tumor cells, from 
the tumor ascites at about 20 hours after transplantation (Fig. 81: 900 x. Fig. 82: 1200 x). 
Fig. 83, showing_active multiplication of tumor cells, from the tumor ascites on the 6th 
day after transplantation (100 x). Fig. 84, tumor celis of varying size in inactive condition, 
from the tumor ascites at a few hours before death of the tumor animal (400 x). Fig. 85, 
tumor cells, at the time of death of the tumor animal. Note small-sized tumor cells, 
indicated by arrows (600 x). 


subdiploid. Thus, it is beyond doubt that the small-sized cells with a 
small amount of cytoplasm, and a compact nucleus are the strain cells. 
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These strain cells are very actively multiplying on the 3rd and 4th 
day after transplantation, probably because the peritoneal fluid of the 
host at this stage serves as a favourable culture medium (Fig. 83). The 
strain cells remain in the stage of active division throughout the middle 
part of the transplant generation. During this period a number of 
derivatives of the strain cells become abnormal by disturbances of the 
normal mitotic process. These aberrant tumor cells then degenerate. 
The increase in their number goes parallel with the accumulation of 
tumor ascites. It is most probable that the tumor ascites has changed 
into an unfavourable medium and acts immediately as a disturbing 
agent causing the various mitotic abnormalities. 

Part of the strain cells, 
however, remain unchanged 
in‘their chromosome constitu- 
tion. When, at the end of 
the transplant generation, cell 


Table 7. T'ypes of dividing cells at about 26 hours 
after transplantation; the majority of the 
dividing cellsare those of subdiploid strain cells. 





No. of mitotic cells 











Aa y. Total ABI on 
Subdiploid cells | Aberrant cells, division ceases, they remain in- 
(+ 40 chroms.) hyperploid) “ F P 

active and are again recogni- 
40 (83.33%) 8 (16.67%) 48 zable by their small amount 





of cytoplasm and their com- 
pact nucleus (Figs. 84, 85). They represent a rather large fraction of the 
tumor cells, as shown by Table 8. From the experiments with podo- 
phyllin and CaCl, described above it can be derived that the resting 


Table 8. Numbers of large- and small-sized tumor cells observed in the tumor 
ascites at about 5 hours before the death of the tumor rat. 





No. of No. of No. of Total 
large-sized cells? | small-sized cells* mitotic cells 














928 (66.09%) | 458 (32.97%) 3 (0.94%) 1389 


strain cells are able to resist unfavourable conditions of the surround- 
ing medium. These results seem to indicate that the resting strain cells 
have acquired in their surfaces protective properties. In other words, 
the surface of these cells may be provided with a structure not permeable 
to noxious substances of the medium. Thus protected, the strain cells 
can remain alive in the presence of unfavourable conditions by trans- 
forming themselves into the small-sized resistant form. When they are 
inoculated into the peritoneal cavity of a new rat, they begin multiplica- 
tion again under favourable culture conditions and start another cycle. 
Thus, it follows that the continuity of the Yoshida sarcoma during 
successive transmissions from rat to rat is performed by the strain cells 
with their own characteristic chromosomal constitution. 


For 1 and 2, see the footnotes given in Table 5. 
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6. The chromosome constitution of tumor cells in 2 new strains 
of ascites sarcoma similar to the Yoshida sarcoma. 

Recently, two new strains of transplantable ascites sarcoma have 
been experimentally induced in white rats in the author’s laboratory by 
application of azo-dyes. The experimental procedure together with the 
description of some general characters of these tumors have been preli- 
minarily published by Max1no, Tanaka, and Kané6 (1951) and in detail 
by Tanaka and Kané (1951). The two new strains have been called 
,.MTK-sarcoma I“ and ,,MTK-sarcoma II“ respectively. 

In every respect — morphological features of the tumor cells, rate of 
successive transplantations, life-span of the tumor-bearing rat, mitotic 


Figs. 86—88. Chromosomes of the MTK-sarcoma I and MTK-sarcoma II. Figs. 86—87, 

two types of tumor cells occurring in the MTK-sarcomal. Fig. 86, shows 2 prominent 

V-elements of large size, while Fig. 87 contains a single such element. For the constituent 
elements, comp. Figs. 89—92. Fig. 88, metaphase plate of the tumor cell of the 
MTK-elements sarcoma II. The constituent are shown in Figs. 93—94 ca. 1700 x. 


rate of the tumor cells in a transplant generation, types of mitotic ab- 
normalities in tumor cells, variation of chromosome number, and be- 
havior of the tumor cells throughout a whole life-span of the host — the 
MTK-sarcomas I and II closely resemble the Yoshida sarcoma. Cyto- 
logical observations carried out during all phases of a transplant gene- 
ration of these tumors revealed that there are strains of tumor cells 
which possess their characteristic chromosome constitution and are the 
primary contributors to the formation of the tumors. 


The chromosomes of these strain cells of the new tumors were analy- 
zed in comparison with those the of Yoshida sarcoma. In every case the 
chromosomes represent a well-balanced subdiploid complement of + 40 
elements. Again, the chromosome complex consists of two distinct 
groups, one of them comprises rod-shaped chromosomes and the other 
consists of V- and J-shaped elements varying in size. In the MTK- 
sarcoma I, however, two different types of tumor strain cells were found 
to occur, differing in their chromosome complements. One of them is 
characterized by having from 24 to 26 rod-shaped chromosomes and 
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from 15 to 17 V- and J-shaped elements (Figs. 87, 91, 92), whereas in 
the other type of cells in this tumor there are present 23 to 25 rods and 
16 to 17 V or J-shaped chromosomes (Figs. 86, 89, 90). In particular, 
the latter type of cells is very remarkable by possessing two prominent 
large V-shaped chromosomes (Figs. 89, 90). 

The tumor cells of the MTK-sarcoma II are characterized by the pre- 
sence of fewer V- and J-shaped chromosomes. Their number ranges from 
11 to 13, while the other 28 to 30 elements are rod-shaped (Figs. 88, 93, 94). 
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Figs. 839—94. serial alignments of supposed pairs of chromosomes of the MTK-sarcoma I 
and MTK-sarcoma II, showing the constituent clements. Figs. 89—-90, from one type of 
tumor cells occurring in the MTK-sarcoma I, having 2 large, prominent V-elements. 23—25 
rod-shaped elements and 16—17 V- and J-shaped ones. Fig. 91—92, from another type of 
tumor cells in the MT K-sarcoma I, showing a prominent V-element. 24—26 rod-elements 
and 15 to 17 V- and J-elements. Figs. 93—-9, from tumor cells of the MTK-sarcoma II, 
showing 28—30 rod-shaped elements and 11—-13 V- and J-shaped ones, 





These findings. together with those on the Yoshida sarcoma. point 
out clearly that each of the three kinds of ascites sarcoma possesses in 
its tumor cells its own characteristic chromosome constitution, and that 
ail three are similar in general and deviate in the same way from normal 
tissue cells of the host. The fact that the chromosome constitution is 
different and specific according to the strains of the tumors of similar 
character!. seems important in connection with the question of how the 
tumor cells arose or were transformed from ordinary tissue cells, an 
interesting and quite fundamental question in cancer research. 


Theories on the origin of cancer. 

The result of the present investigation that in three separately in- 
duced sarcomas a strain of tumor cells could be found in each, which 
have a specific chromosome constitution and are the primary source of 
the malignant growth, is not paralleled by any other previous study in 





1 Details will be published elsewhere by Makino and Kano. 
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the field of cancer cytology. WinGE (1930) who analyzed the change of 
chromosome number during cancer formation of tar-induced mouse 
carcinoma, paid no attention to the morphology of the chromosomes. 

As an explanation for the origin of the particular chromosome com- 
plex of the Yoshida sarcoma cells the occurrence of a chromosomal 
mutation during the transformation of an ordinary tissue cell into a 
tumor cell is most probable. This assumption is strongly supported by 
the finding that two new ascites sarcomas possess strain cells with their 
own characteristic chromosome constitution which must have had a 
similar mutational origin. 

It has frequently been postulated that the origin of cancer, be it 
spontaneous or experimentally induced, must essentially be mutational. 
At some stage in the life history of an individual, in a cell or a group 
of cells, a mutation occurs causing the capacity for autonomous growth 
of the mutated cells. As these multiply, a strain of cells with the same 
mutational change and the inherited capacity for autonomous growth 
results. 

Various hypotheses on the origin of cancer have proposed as primary 
cause a somatic mutation in its broader sense, but for none of them any 
definite proof seems to have been adduced. The mutational change 
visualized may be (I) genic, connected with a gene mutation, (II) chromo- 
somal, resulting from a change in number or structure of chromosomes, 
(III) heterochromatic, due to a change in heterochromatin, and (IV) 
plasmatic, involving the assumption of the presence of the so-called 
plasmagenes in which a permanent change occurred. The first three 
hypotheses locate the change leading to the development of cancer in 
the chromosomes, while the fourth postulates that the change takes 
place in the cytoplasm (TrmoNEN and THERMAN 1950). 

Since it had early been proposed by Boveri (1914) and several 
other workers, the varying chromosome numbers observed in cancer 
cells have long been assumed to be the cause of their malignancy!. In 
fact, cancer cells display a striking variation of chromosome number; 
for instance, the chromosomes of the Yoshida sarcoma vary over a 
range from about 20 to over 80, and occasionally to still higher numbers 


11¢ should be pointed out here that Boveri is often incorrectly interpreted. 
His hypothesis assumes that a cancer cell possesses an unbalanced chromosome 
complement which arose by an abnormal mitosis in a normal tissue cell, that the 
growth of the tumor ,,kann nach meiner Hypothese nur durch regulare zweipolige 
Mitosen vor sich gehen‘*, whereby the same aberrant chromosome constitution is 
maintained in all daughter tumor cells, and that mitotic abnormalities in these 
tumor cells give rise to cells with variable chromosome numbers ,,die aber im all- 
gemeinen damit zugleich den Typus der urspriinglichen Geschwulstzelle verloren 
haben und neue Typen darstellen von einer freilich zumeist nur sehr beschrankten 
Lebensfahigkeit“‘ (Boveri, 1. c., p. 48—49). 

















672 Sasrro Maxrno: 


in polyploid cells. But on the other hand it should be realized that the 
chromosome number in normal somatic tissues likewise varies consider- 
ably. Tanaka (1951) demonstrated a numerical variation from 36 to 
84 of the chromosomes in various tissue cells of young albino rats. 
Similar observations have been reported by THERMAN and TIMONEN 
(1951) in various kinds of human somatic cells. On this basis, therefore, 
the variation of chromosome number alone can hardly be regarded as 
the ultimate cause of the malignancy of cancer. 

The situation of the present author’s case is highly different. The 
chromosome complex of the Yoshida sarcoma cells as well as of those 
of the two new ascites tumors of similar nature are remarkabie in 
showing a prominent differentiation from that of the host. A number 
of chromosomes has remained unchanged in comparison with the nor- 
mal host’s chromosomes, while another group have become visibly trans- 
formed. Moreover, the individuality of the chromosomes in these tumor 
cells has remained unaltered through successive transplant generations. 
Obviously, we are not concerned with a mere numerical change in the 
chromosome set, but have clear-cut evidence demonstrating that the 
tumor cell has arisen through a mutational change in the chromosomes 
of an ordinary tissue cell, a change which probably took place at some 
stage during the experiment with the carcinogenic agent and enabled 
the mutated cell to grow autonomously. From the MTK-sarcoma I it 
can be derived that the mutational change occurred twice, or else in 
two or more cells, in this case, because two types of tumor cells having 
different chromosome constitutions have been observed (Figs. 89—92). 
Mitotic multiplication of the mutated cells then gave rise to the tumor 
cell strains which, by preserving the characteristic chromosome con- 
stitution and the capacity for autonomous growth, are the primary con- 
tributors to tumor formation by continued proliferation in successive 
transplantations. In various respects the tumor cells, thus, simulate 
rather closely a parasitic organism. 

Based on the observation that the nucleic acid metabolism is gover- 
ned by the heterochromatic parts of the chromosomes, and that malig- 
nant cells contain more nucleic acid than normal tissue cells, CASPERSSON 
and SANTESSON (1942) have postulated that the origin of cancer is to be 
sought in a change in the heterochromatic portions of the chromosomes. 
In connection with the present author’s findings this view is interesting, 
since the observed change in shape of the chromosomes may bring 
about some internal alteration upsetting the normal relations between 
euchromatin and heterochromatin. 

Recent communications published by KoLiEr (1947), DaRLINGTON 
(1948), and TrimonEN and THERMAN (1950) have emphasized that the 
permanent change which renders a cell malignant takes place in the 
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cytoplasm. This hypothesis is also of interest, but at present a suffi- 
cient morphological basis for its critical evaluation is lacking. 

From a more general point of view it seems very probable that the 
origin of cancer cannot be sought in a single cause, that there are several 
types of cancer differing in nature and in origin, and that there are several 
causes in the development of cancer. 


Summary. 

In the Yoshida sarcoma a strain of tumor cells is present which have 
their own characteristic chromosome constitution and multiply by 
regular mitosis. The well-balanced complement of +40 chromosomes 
consists of two distinct groups: one is represented by 22 to 24 rod- 
shaped elements which probably come directly and without change 
from the original normal cell, the other group comprises 16 to 18 V- and 
J-shaped chromosomes which are specific for the tumor cells. Their 
exact origin is unknown, but must be mutational in character. Because 
of this morphological peculiarity, the chromosomes of the tumor cells 
are markedly different from those of the host cells for which 42 rod- 
shaped elements are typical. No transitional types bridging the gap 
between ordinary and tumor cells occur. The individuality of the 
chromosomes in the strain cells remains unchanged during successive 
transplant generations from rat to rat. The growth of the tumor is pri- 
marily caused by the proliferation of these strain cells. In the course 
of multiplication part of the proliferating cells become abnormal and 
undergo aberrant mitotic processes owing probably to an alteration of 
the spindle mechanism, structural changes of the chromosomes, and 
some other causes. The frequently occurring tumor cells showing 
mitotic abnormalities are, therefore, derivatives of the sub-diploid 
strain cells. Destruction of the derivative cells by chemical treatment 
(podophyllin, CaCl,) is followed by multiplication of the resistant 
strain cells. 

Comparable evidence has been found in two new strains of ascites 
tumor similar to the Yoshida sarcoma. Their strain cells have the same 
total chromosome number as the Yoshida strain cells and, within the 
set, the same two groups of rod-shaped and of V- or. J-shaped chromo- 
somes, but differ from each other as well as from the Yoshida sarcoma 
in the number of V- and J-shaped chromosomes. 
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